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Abstrakt  
Mito ho d iál í iso it át deh d oge áza  IDH  katal zuje edukti í ka o la i RK, 
e e z í d áhu K e so a klu  a s tézu -h d o gluta átu HG .  
RK se podílí a p olife a i ádo o ý h u ěk e stíže ý h pod í ká h h po ie . Ve 
zk á e é  K e so ě klu t áří e e z í eak í z 2-o ogluta átu -OG  it át, kte ý ůže 
ýt e po to á  do tosolu, kde slouží jako p eku zo  ast ý h k seli  a další h olekul. 
)á o eň IDH  při RK spotře o á á stej ě tak i při s téze 2HG) NADPH. RK se tak z hlediska 
ýzku u zdá ještě zají a ější, e oť ůže o li it p oduk i RO“ a í u o idač ího st esu. 
HG ůže ýt s tetizo á  (krom mitochondrie) také  cytosolu, a v obou 
ko pa t e te h se a jeho s téze podílí i o IDH  a IDH  i ěkolik další h e z ů. 
2HG je ýz a ou egulač í olekulou a v součas é do ě je uží á  v diagnostice jako 
marker akut í eloid í leuké ie. Bý á oz ačo á  jako ož ý i hi ito  α-ketogluta át-
depe de t í h dio ge áz OG-DD , jež se podílejí a ůz ý h epige eti ký h z ě á h a 
z šují alig itu ako i ého fe ot pu spoje ou se z ě ou p olife a e.  
V této p á i l po o í pl o é hromatografie s h ot ost í detek í zkou á  ýz a  
RK a s téz  2HG  v u ěč ý h li ií h ka i o u p su a v další h uňká h, čet ě p i á í h 
potka í h fi o lastů F3).  
U li ií p s ího ka i o u la RK zá islá a ko e t a i O2, CO2 a aktivitě respirace. 
Výz a ou a aple oti kou d áhou RK la gluta i olýza. 
Výsledk  také de o st ují, že HG je s tetizo á  i  e ádo o ý h uňká h, a a í  že 
e zd a ý h uňká h z ě  jeho fyziologický h hladi  o li ňují p olife a i. 
IDH2 se tak elko ě je í jako hod ý íl p oti ádo o é te apie, zej é a e s ětle 
edá ý h o je ů, e kte ý h se ukázalo, že uto a á i e uto a á IDH2 katalyzuje ve 
elké íře s tézu 2HG z α-ketogluta átu. 
 
Klíčová slova: IDH , Reduktiv í kar o la e, -h dro glutarát, GC-MS, uňk  prs ího 
karcinomu HTB- 6, fi ro last , HG/ OG po ěr, 13C izotopi ké z ače í, prolifera e 
fi ro lastů, h po ie 
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Abstract 
Mitochondrial isocitrate dehydrogenase 2 (IDH2) catalyzes reductive carboxylation (RC, 
reverse Krebs cycle pathway) and 2HG synthesis (2HG) – metabolite of which many scientists 
are interested. 2HG may be concurrently synthetized in cytosol by IDH1.  
RC is involved in anabolic reactions necessary for cell proliferation - produces citrate, fatty 
acid precursor – especially in hypoxia.  
IDH2 and IDH1 are not the only enzymes that are involved in 2HG synthesis. Recently, 
several enzymes, which participate in 2HG production, have been discovered. 
2HG is useful in cancer diagnostics due to its overproduction by transformed cells. 
Moreover, 2HG may cause epigenetic changes via inhibition of 2-oxoglutarate dependent 
dioxygenase.  
In this work, the importance of RC and 2HG synthesis in cancer and healthy cells was 
investigated by gas chromatography with mass spectrometry detection as well as IDH2 
influence. 
We found that IDH2 significantly participates in reverse RC and 2HG synthesis in breast 
cancer cell lines and uses glutaminolysis as a supplementary anaplerotic pathway. RC is 
increased by hypoxia, inhibition of respiration, and decreased by activation of respiration or 
hypocapnia.  
We confirmed 2HG synthesis and RC in healthy cells (fibroblasts, breast epithelial cells 
etc.) as well as in cancer cells. Interestingly, we observed changes of physiological 2HG levels 
in healthy cells which correlated with proliferation (This effect was not so obvious in cancer 
cells.).  
It seems that IDH2 could be suitable target of anticancer therapy. 
 
Key words: IDH2, Reductive carboxylation, 2-hydroxyglutarate, GC-MS, HTB-126 breast 
cancer cells, fibroblasts, 2HG/2OG ratio, 
13
C isotopic labelling, proliferation of fibroblasts, 
hypoxia  
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Seznam zkratek 
 
2HG – 2-h d o gluta át 
2OG – α-ketogluta át, -o ogluta át 
2OG-DD – α-ketogluta át-depe de t í dio ge áza 
6-PGL – 6-fosfogluko olakto áza 
Ac-CoA – acetylkoenzym A 
ACL – ATP: it át l áza 
ADP – ade osi difosfát  
Ala – alanin 
AML – akut í eloid í leuke ie 
AMPK – z a gli kého ' ade osi e o ophosphate-activated protein kinase 
ASCT2 – a i ok seli o ý t a spo té   
Asp – aspa tát 
ATP - ade osi t ifosfát 
BrDU – bromodeoxyuridin 
CNS – e t ál í e o ý s sté  
CS – it áts tháza 
CTRL – oz ače í ko t ol í h zo ků 
cx – olá í ko e t a e látk  X 
DNA – k seli a deo i o ukleo á 
EDTA – k seli a eth le dia i tet ao to á 
EGF – epide ál í ůsto ý fakto  
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F3 – izolo a é fi o last  
FADH2 - Flavinadenindinukleotid 
FASN – z a gli kého „fatt  a id s thase  
FCCP - 2-[2-[4-(trifluoromethoxy)fenyl]hydrazinyliden]-propandinitril 
FCS – fetal calf serum 
FH – fu a áth d atáza 
FTS – fetál í tele í sé u  
G1/G0, S, G2 – fáze u ěč ého klu 
GC-MS (GC/MS) – pl o á h o atog afie s h ot ost í detek í 
GDH – gluta átdeh d oge áza  
GHB – γ-h d o ásel á k seli a 
Glc – glukóza  
GLDC – gl i deh d oge áza 
Gln – glutamin  
Glo-1 – glutathione-depe de t í gl o láza  
GLS – gluta i áza  
GLUT – glukózo ý t a spo té  
GPRC – e epto  spřaže é s G proteinem 
GTP – gua osi t ifosfát 
Hagh – glutathione-depe de t í gl o láza  
HIF α – z a gli kého „H po ia-inducible factor 1-alpha  
HOT – h d o a id o oa id t a sh d oge áza 
HPV – lidský papilo a i us 
9 
 
HPX – hypoxie 
HRE – z a gli kého „hypoxia response ele e ts  
IDH (IC-DH) – iso it átdeh d oge áza 
IGF-IR – z a gli kého  insulin-like growth factor 1 (IGF-1) receptor 
Km – Michaelisova konstanta 
KO – z a gli kého „k o k out  
LAC – laktát 
LDH – laktátdeh d oge áza 
MAL – alát 
MAPK MAP ki áza  – z a gli kého itoge -activated protein kinase 
MCT – t a spo té  o oka o lo ý h k seli  
MDH, ME – alátdeh d oge áza 
mdm2 – u i iti ligáza z a gli kého „Mouse dou le i ute  ho olog  u i iti uje p  
mi280, mi308 – oz ače í u ěč é li ie se sile i ge  IDH  
MOCK – ko t ola ez přidá í plaz idu 
Mr – elati í olekulo á h ot ost 
 MTHFD – eth le tet ah d ofolátdeh d oge áza 
 mTOR – z a gli kého „ a alia  ta get of apa i  
Myc – egulač í ge  kódují í t a sk ipč í fakto  
NA – k seli a ikoti o á 
NAD+/NADH – o ido a ý/ eduko a ý ikoti a idade i di ukleotid 
NADP+/NADPH – o ido a ý/ eduko a ý ikoti a idade i di ukleotid fosfát 
NAPRT – ikoti a id fosfo os lt a sfe áza 
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NMN – nikotinamid mononukleotid 
NMNAT3 – ikoti a id o o ukleotid ade l l t a sfe áza  
NMX – normoxie 
NNT – ikoti a id ukleotid t a sh d oge áza 
NR – nikotinamid ribozid 
OAA/OA – o ala etát 
Oligo – oligomycin  
OXPHOS – o idati í fosfo la e 
p21
Waf1/Cip1 – inhibitor cyklin-depe de t í h ki áz 
p53 – tu o sup eso o ý p otei  ge u TP53 
PBS – izoto i ký fosfáto ý puf  p o opla h u ěk phosphate uffe et sali e  
PDGF – di e i ký gl kop otei o ý ůsto ý fakto  Platelet De i ed G o th Fa to  
PFK - fosfof uktoki áza 
PGAM1 – fosfogl e át utáza  
PH – p ol lh d o láza 
PHD2 – p ol lh d o lázo á do é e-o sahují í p otei  h d o lase do ai -containing protein 2 ) 
PHGDH – 3-fosfogl e átdeh d oge áza 
PI3K – Fosfatidylinositol-3-ki áza 
PKM2 – p u áki áza isofo a M  
PTEN – tumorsupresor  „phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase  
PYR/Pyr – p u át 
Ras – též p Ras je odi a p oto koge ů  
RK – edukti í ka o la e 
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RNA – k seli a i o ukleo á 
ROS – eaki í k slíko é adikál  
ROT – rotenon  
RPM – otáček za i utu 
SCAD (ACADS) – z a gli kého „sho t-chain acyl- oe z e A deh d oge ase  
SCR – áhod á sek e e RNA s a led  
SDH – suk i átdeh d oge áza  
sh – short hairpin RNA 
SHMT – se i  h d o eth lt a sfe áza 
SIRT – sirtuin  
SLC2A1 – z a gli kého „solute a ie  fa il  , e e   
SN2 – a i ok seli o ý t a spo té   
SSA – sukcinyl semialdehyd 
SSADH – suk i l se ialdeh ddeh d oge áza 
THF – tet ah d ofolát 
TP53 – ge  kódují í p otei  p  
VEGF – z a gli kého Vas ula  e dothelial g o th fa to   
WT – z a gli kého „ ild t pe  
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1 Souhrn 
Incidence ádo o ý h o e o ě í  České epu li e přesahuje oč ě hranici 30% a jejich 
fatál í p ů ěh z i h dělá d uhou ejčastější příči u ú tí. “ta da d í te apie se o kle 
za ěřuje a elati ě espe ifi ké poškoze í jade é DNA, kte é u hle p olife ují í h 
ádo o ý h u ěk ede k u ěč é s ti – apoptóze. Te to přístup ohužel ezajišťuje 
úpl ou eli i a i ádo o ý h u ěk, a a í  je spoje  s ýz a ý  poškoze í  zd a ý h 
tká í. Hla í ýz ou součas ého o kologi kého ýzku u je hledá í te apeuti ký h přístupů, 
kte é házejí pří o z fe ot po ý h spe ifik společ ý h ádo o ý  uňká  a tí  páde  
je jeji h půso e í úči ější a selekti ější. 
Mito ho d iál í iso it át deh d oge áza  IDH  katal zuje edukti í ka o la i RK, 
e e z í d áhu K e so a klu  a s tézu -h d o gluta átu HG  – metabolitu, jehož 
f ziologi ký i kli i ký ýz a  je  posled í h lete h stále i te zi ěji zkou á  p á ě e 
spoje í s ádo o ý i uňka i. HG ůže ýt s tetizo á  také  cytosolu, a v obou 
ko pa t e te h se a jeho s téze podílí i o IDH  a IDH  i ěkolik další h e z ů. 
2HG je ýz a ou egulač í olekulou a v součas é do ě je uží á  v diagnosti e ádo ů 
jako marker. Bý á oz ačo á  jako ož ý i hi ito  α-ketogluta át-depe de t í h dio ge áz 
(2OG-DD , jež se podílejí a ůz ý h epige eti ký h z ě á h, a z šují alignitu 
ako i ého fe ot pu spoje ou se z ě ou p olife a e.  
V této p á i l po o í pl o é h o atog afie s h ot ost í detek í zkou á  ýz a  
RK, s téz  2HG a z ě  po ě u 2HG/2OG v u ěč ý h li ií h ka i o u p su a v další h 
uňká h, čet ě p i á í h potka í h fi o lastů F3).  
U li ií p s ího ka i o u la RK zá islá a ko e t a i O2, CO2 a aktivitě respirace. 
Ukázalo se, že  p ostředí, jež si ulo alo hoje í a  spoje é s šší p olife a í fi o lastů 
h po ie, sti ula e sé e , do házelo k d a ati ké u z ýše í hladi  HG i po ě u 
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2HG/2OG u F3, a k á ůstu u ěč é as . “tej é ýsledk  o še  e lo ož é pot dit u 
u ěk lidského eu o lasto u SHSY5Y.  Na základě tě hto ýsledků l HG přidá á  pří o 
do édia a p olife a e F  la ú ě á p á ě jeho ko e t a i.  
Ve s aze o jas it olekulá í e ha iz us říze í ůstu fi o lastů e spoje í se 
z ýše ý i hladi a i HG js e se za ěřili a proteiny TOR a HIF α, kte é pa ti ipují 
v regulaci metabolismu a proliferace. Metodou Western Blot jsme ale ep okázali, že 
do hází k fosfo la i i ozo ál ího “  p otei u, kte ý je „do st ea  efekto e  TOR. 
Na ěře á data šak apo ídají, že ůže do házet ke sta iliza i HIF α. Naše ýsledk  a 
další h ádo o ý h i zd a ý h li ií h az ačují, že p á ě po ě  HG/ OG  ohl ýt 
po o ý p o sta o e í fe ot pu či t a sfo a e uňk . 
Výsledk  také de o st ují, že HG je s tetizo á  i  e ádo o ý h uňká h, a a í  že 
e zd a ý h uňká h jeho f ziologi ké hladi  o li ňují p olife a i. 
IDH2 se tak elko ě je í jako hod ý íl p oti ádo o é te apie, zej é a e s ětle 
edá ý h o je ů, e kte ý h se ukázalo, že uto a á i e uto a á IDH2 katalyzuje ve 
elké íře s tézu 2HG z α-ketogluta átu. 
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2 Úvod 
2.1 Metabolismus ádorový h u ěk 
Vů e  p í, kdo poukázal a eta oli ké ozdíl  ezi zd a ý i a ádo o ý i uňka i 
l oku  ě e ký ěde  Otto Wa u g, kte ý t dil, že ádo o é uňk  ají atolik 
efu kč í ito ho d ie, že u i h p o íhá z ýše á gl kolýza a t o a laktátu doko e i za 
ae o í h pod í ek (1). Poje  „Wa u gů  efekt  či „ae o í gl kolýza  stoupil té ěř 
oka žitě  plat ost, ož lo oku  ko u o á o No elo ou e ou p o Otto Wa u ga1. 
Ae o í gl kolýza byla opako a ě pot ze a jako fe ot po ý p oje , ale už ěkolik let poté 
byl Warburgů  objev aktualizo á . Ukázalo se, že i ádo o é uňk  ohou  případě 
edostatku glukóz  zapojit do s é ioe e getik  o idati í fosfo la i OXPHO“ , a dokonce, 
že je p o p og esi tu o u edíl ou součástí (2). V této teo ii se házelo z pozo o á í 
Herberta G. C a t ee, kte ý pozo o al te to je  pů od ě a k asi ká h (3). V 50. letech 20. 
století pak došlo k revizi Warburgo a člá ku (4), kte ý zá o eň odsta to al oo  za ý ají í 
se eta olis e  ádo o ý h u ěk (5, 6, 7, 8).  
V součas é do ě se ýzku e  ako i  za ý á elké ožst í ěde ký h skupi , kte é 
jsou za jedno v to , že eta olis us ádo o ý h u ěk fu guje a p i ipu tzv. 
eta oli kého e odeli gu, kde jsou eške é eta oli ké d áh   t a sfo o a é uň e 
užit  p o t o u e e gie, sta e í h jed otek a i te ediátů potře ý h k proliferaci 
u ěk (7). O e ě se ezi odifiko a é d áh   ádo o ý h uňká h řadí gl kolýza, 
K e sů  klus, p u áto ý klus ka o la e p u átu , lipoge eze a pe tózo-fosfáto ý 
cyklus (8). 
  
                                                     
1
 (http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1931/warburg-bio.html) 
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2.1.1 Gl kolýza  
Ae o í gl kolýza je po ažo á a za ýz a ý alte ati í zd oj ATP (9), kte ý 
kompenzuje poškoze í espi ač ího řetěz e t a sfo o a ý h u ěk (10). O še  k o ě 
ádo o ý h u ěk, kte é p odukují p okazatel ě šší ožst í laktátu (6, 12, 13), je 
fenotyp ae o í gl kolýz  z á ý i u zd a ý h, hle se dělí ích bu ěk, apř. u k e o ý h 
bu ěk (13) nebo Sertoliho bu ěk (14). Dle e e geti ké ila e  ATP při gl kolýze s.  – 
 ATP při OXPHO“   se pa ado ě ohlo zdát, že gl kolýza je álo efekti í a sla ý zd oj 
energie, ale fakte  je, že ůže p o íhat řádo ě až  hleji (1). Dokáže pok ýt 
energetické potře  ako i ý h u ěk, a to i  pře hod é či t alé hypoxii, kdy je prakticky 
jedi ý  zd oje  ATP (15). 
R hle p olife ují í ádo o é uňk  se z ýše ou e p esí ko k ét í h ge ů adaptují a 
potře u z ýše é gl kolýz , espekti e ATP (16). S up- egulo a ou gl kolýzou ted  sou isí 
z ýše á e p ese spe ifi ký h glukózo ý h GLUTs  a laktáto ý h MCTs  t a spo te ů a 
součas ě i gl kol ti ký h e z ů (15). Dík  řadě pu lika í a toto té a lze ae o í gl kolýzu 
ádo o ý h u ěk zo e it: 
Do hází k up- egula i e p ese fosfof uktoki áz   PFK , kte á p odukuje f uktózu-2,6-
bisfosfát jako pote iál í aloste i ký akti áto  PFK , kte á je důležitá p o ud že í gl kolýz . 
Dík  fu k i PFK  do hází k překle utí egati í aloste i ké odpo ědi p o PFK  při ad tku 
ATP.  
Dík  up- egula i LDH do hází k z ýše é p oduk i NAD+, ut é u p o ud že í gl kolýz .  
U ádo o ý h u ěk do hází také k a ýše í hladi  aloste i k  říze é p u át ki áz  M  
PKM , pře ěňují í fosfoe olp u át a p u át a p odukují í ATP (17).  
V ko te tu říze í í  gl kolýz  jsou e é ě důležité i spe ifi ké egulač í d áh  
zp ostředko a é apř. M , K-Ras, HIF α a další i faktory.  
18 
 
U u ěk HPDE, kte é ají i o ě i duko a ou tu o oge i itu t a sfo a í K-Ras, 
do hází in vitro k přep utí OXPHO“ a ae o í gl kolýzu, up- egula i GLUT  a MCT a zá o eň 
in vivo dojde k s hop osti tě hto u ěk lépe fo o at ádo  (18). 
“ta iliza e t a sk ipč ího fakto u HIF α je  sa čí h uňká h egulo á a ú o í k slíku. 
Ve zd a ý h uňká h se podílí a a gioge ezi  h po i ký h egio e h, a u ěč é 
proliferaci (19) a na e t opoéze (9).  K hypoxii u rakoviny do hází li e  hlé p olife a e 
u ěk a fo o á ím ádo o é as . Ačkoli  ze začátku p o íhá u ádo u, kte ý je e ší 
ež  , ý ě a ži i  ěž ou difúzí, později do hází u ětšího út a u k is hé ii tká ě, 
edostateč é a gioge ezi a a o ál í askula iza i (20). HIF α se ted  sta ilizuje při 
deficienci k slíku a glukóz  (21), a k o  e p ese glukózo ý h t a spo té ů ej í e GLUT  a 
GLUT3) posiluje i expresi ge ů kódují í h gl kol ti ké enzymy, čí ž z ý az í Wa u gů  
ako i ý fe ot p (22). V ádo o ý h uňká h HPV-  uňk  lidského papillo a i u  je 
akti o a ý HIF α i  o o ii, ož způso uje p á ě Wa u gů  efekt (23).  
HIF α  P  uňká h způso í jeji h lepší i u it í adapta i při e ot a spla ta i ( uňk  
embr o ál ího te atoka i o u  dík  d áze AKT/ERK (23). 
“ta iliza e HIF α v HeLa uňká h aktivuje p u át deh d oge áza ki ázu PDK), 
zodpo ěd ou za i hi i i p u át deh d oge áz  PDH), dále akti uje již z í ě ou 
glykolytickou PKM2 (24, 25).  
Dalším z fakto ů o li ňují í h gl kolýzu je o koge  -M . Jeho akti a í dojde k stimulaci 
OXPHOS a k inhibici gl kolýz . Výz a ým prekurzorem p o t o u eta olitů K e so a 
klu, jeji hž hladi  o li ňují i t o u ATP, se tak a ísto glukóz  stá á glutamin (26).  
Výz a ý tu o sup eso o ý p otei  p  aopak sti uluje gl kolýzu a i hi uje OXPHO“ 
skrze inhibici komplexu IV (27).  
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Fosfoinositid 3-kináza/protein kináza B/mammalian target of rapamycin (PI3K/Akt/mTOR) 
ůže fosfo lo at h d o lo é skupi  a i ositolo é  k uhu e á o ý h fosfolipidů, 
čí ž akti uje GLUT  (28). Ro ěž ůže sti ulo at akti itu PFK  (28), kte á se podílí eje  a 
p og esi ádo o ý h u ěk, ale apříklad i  zá ěte h (29). )á o eň up-regulace PFK2 
spouští u ěč ou zá islost a h pe gl ké ii (9). Akt krom GLUT1 a PFK2 up-reguluje i 
he oki ázu-2 (30). 
2.1.2 Mitochondriál í eta olis us 
Výzku  ito ho d ií sahá až do de adesátý h let 19. století, kd  l  v uňká h ů e  
pop é o je e  (1). Jeji h stáří se odhaduje a ,  ilia d let (31). 
Mito ho d ie jsou spe ifi ké, se iauto o í o ga el , kte é h ají důležitou roli 
v o idač í  eta olis u glukóz , ast ý h k seli  a další h uhlo odíků, jež jsou 
kata oli k  pře ě ě  a a et l-CoA eagují í s o ala etáte   os istupňo é  K e so ě 
cyklu za vzniku it átu a další h ezip oduktů, GTP a redukč í h ek i ale tů (NADH, FADH2), 
potře ý h p o t o u ATP po o í dý ha ího řetěz e a OXPHOS (32). Mitochondrie se také 
podílejí a apoptóze (1). 
Výz a  p o ádo o é uňk  spočí á hla ě  s téze su st átů a p eku zo ů další h 
látek, jako jsou apříklad lipidy, puriny, pyrimidiny, aminokyseliny a v eposled í řadě i ATP. 
2.1.2.1 Kre sův klus 
Výz a ý  il íke , z ela zásad ím pro po hope í u ěč ého eta olis u spoje ého 
s mitochondriemi, byl objev z 30. let 20. století , dnes z á ý jako K e sů , e oli 
cit áto ý klus.  
Několik e z ů K e so a klu je spoje o s tumorige ezí, ko k ét ě 
suk i átdeh d oge áza “DH , fu a áth d atáza FH  a iso it átdeh d oge áza IDH  (33).  
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Muta e “DH a FH l  aleze  u dědič ý h ádo o ý h o e o ě í a způso ují 
h o adě í suk i átu, respektive fu a átu, ož způso uje i hi i i p ol l h d o láz PHD  
zodpo ěd ý h za deg ada i HIF α. Tí  dojde apříklad u lidský h e o ál í h u ěk 
(HEK293) k pseudoh po i ké odpo ědi a ásled é u z ýše í gl kolýz , ož z ýhodňuje 
tumorigenezi (34, 35). 
IDH e istuje e tře h izofo á h, ěž ě oz ačo a ý h IDH , IDH  a IDH , přiče ž IDH  
k o ě e e z í edukti í ka o la e (RK), reakce 2OG zpět a iso it át, katal zuje ještě 
s tézu -h d o gluta átu HG  – ýz a ého o ko eta olitu a diag osti kého a ke u. 
Nedíl ou součástí še h sa čí h u ěk je e po t it átu do tosolu it át – alát 
antiport). Cit át slouží jako p eku zo  s téz  ast ý h k seli  a holeste olu a tato d áha je 
v ádo o ý h uňká h sig ifika t ě z ýše á z ýše é požada k  a t o u e á  při 
proliferaci). Nádo o é uňk  o e ě s tetizují lipid  pře áž ě de novo (36). Dík  to u jsou 
po hopitel ě šší i hladi  ko k ét í h lipoge í h e z ů a akti ita it áto ého 
t a spo té u, ož sou isí p á ě se z ýše ou potře ou it átu (37, 38) k če už dopo áhá i 
RK.  
Mi o ádo o é uňk  á ožst í it átu elký ýz a  u p ostati ký h u ěk, kte é 
akumulují zinek, jenž i hi uje is-akonitázu, ož způso í h o adě í it átu a jeho ásled ý 
t a s e á o ý e po t. Část tosoli kého it átu se pak podílí a s téze ast ý h 
k seli  a část je dále e po to á a z uňk  do sek etu, kte ý se ísí se spe iemi a 
p odlužuje tí  jeji h ži otas hop ost. )d a é uňk  předstoj é žláz  tí  zt atí zh u a  % 
pote iálu s hop ého t ořit ATP, naopak u bu ěk rakoviny prostaty je dík  s íže é hladi ě 
zinku potlačen e po t it átu a a a oliz us it átu je přes ě o á  na oxidaci v Krebso ě 
cyklu a tvorbu ATP, což se egati ě p oje í a ia ilitě spe ií (39, 40, 41).  
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2.1.3 Gluta i olýza 
Glutamin (Gln) je z hlediska metabolismu u ěk ýz a á a hla ě ej ozšíře ější 
aminokyselina, z kte é je a aple oti k  s tetizo á  α-ketogluta át 2OG). Dále se Gln podílí 
a deto ika i a o iaku očo i o ý  kle  podílí se a egula i , slouží jako p eku zo  
pro tvorbu další h a inokyselin, glutathionu a p otei ů, a také je potře ý pro produkci 
p i idi ů (42, 43). Dalším jeho espo ý  e efite  je li  a zlepše í i u it , ož 
uží ají p ofesio ál í spo to i uží ají í gluta i  jako dopl ěk st a  (44, 45). 
Pře ě a gluta i u na 2OG p o íhá d oustupňo ou dea i a í, a kte é se podílí nejprve 
gluta i áza GL“  pře ěňují í gluta i  a gluta át a ásled ě gluta át deh d oge áza 
GDH  p odukují í 2OG. GDH ůže ýt zastoupe a t a sa i ač í eak í, katalyzovanou 
gluta át-p u át e o gluta át-o ala etát t a sa i ázou (46). Výz a  této a aple oti ké 
d áh  spočí á v její s hop osti dopl it K e sů  klus o ezip odukt , kte é jsou 
odče pá á  a úz e spjat  i s p oduk í ATP (47). Tento jev l pozo o á  eje   p a ují í  
svalu, enterocytech, retikulocytech a lymfocytech (43), potka í h fi o laste h (48), ale 
přede ší  u mnoha ádo o ý h u ěk apř. HeLa, HTB- , a oho další h), kte é ají 
dík  hlé p olife a i z ýše é á ok  a s tézu ATP (46, 49, 50, 51, 52).  
2.1.3.1 Vliv o koge ů, tu or supresorů a další h faktorů a gluta i olýzu 
p53 
p53 je tumor-sup eso o ý p otei  ge u TP53, z á ý t a sk ipč í fakto , kte ý je zapoje  
v oha u ěč ý h fu k í h, zah ují í h zasta e í u ěč ého klu, apoptózu, se es e i 
a dife e ia i. Může ted  egulo at v zá islosti a sta u uňk  expresi ge ů poziti ě či 
egati ě. p  á ted  s hop ost selekti ě likvidovat a o ál í či st eso a é uňk  a 
á í tí  jeji h t a sfo a i a ádo o é uňky (53). 
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Výz a  při gluta i olýze spočí á  jeho o li ě í GL“. E istují d ě fosforyla í akti o a é 
izoformy GLS: GLS1 a GLS2 (54). GL“  se podílí a u ěč é p olife a i, zatí o GL“  ý á 
o kle spojo á a s edělí í i se uňka i. GL“  ý á i duko á a po o í p  jako odpo ěď 
na ROS a její z ýše á exprese vede k eduk i ůstu ádo o ý h u ěk O ázek  (55). 
Nedá o se o še  o je il  důkaz  o to , že  uňká h jate ího ka i o u, e kte ý h je 
i hi o á a GL“  he i ký i půso k  přesto, že je její hladi a elko ě ižší , do hází 
k ýz a é u s íže í p olife a e, způso e é i hi i í TORC  (56). 
V šší fosfo lace p53 a apoptóza v DMBA (7,12-dimethylbenz[a]anthracen) (57) 
i duko a é  p s í  ka i o u po pero ál í suple e ta i glutaminem az ačuje li  
gluta i olýz  a akti itu p  (58, 59). Tato z ýše á tu o  sup esi í aktivita p53 je spojena 
i s šší e p esí ílů p : p Waf1/Cip1, PTEN, mdm2 a IGF-IR, ož e spoje í s dodá í  
gluta i u ůže ést k šší itli osti a hemoterapii (60). T to poz atk  ted  podpo ují 
před hozí h potézu, kde i duk e GL“  ko eluje s aktivitou p , ož se e ýsledku p oje í 
s íže ou p olife a í.   
Na d uhou st a u, p  je potře ý p o přežití ádo o ý h u ěk v ízký h ko e t a í h 
gluta i u, ted  p o adapta i u ěk a jeho edostatek. Je zatí  dolože o, že  tomto 
e ha iz u h aje ýz a ou oli fosfatáza A d áha B α-EDD-p53 ), kte á akti uje p  
(60, 61).  
V součas é do ě je spoje í p  a gluta i olýz  p o s ou ko t o e zi jed otli ý h důkazů 
stále edořeše ý  té ate .   
Myc 
)a jakýsi p otipól p   se dal po ažo at Myc (c-Myc), t a sk ipč í fakto , kte ý ý á 
o kle de egulo á   ádo o ý h uňká h. Ve zd a ý h uňká h je po ažo á  za p oto-
o koge , kte ý apo áhá u ěč é u ůstu a p olife a i (62, 63). Jeho akti ita ý á o kle 
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také egulo á a u ěč ý i sig ál , sou isejí í i s u ěč ý  kle , a o ěž i e te í i 
sig ál . V nedělí í h se uňká h je M  álo, o še  jak ile se zač ou uňk  dělit, dojde 
k  sig ifika t í u a ýše í jeho hladi  (64), kte á i dukuje zá islost ádo o ý h u ěk a 
glutaminu, k če už ýz a ě přispí á p á ě transformace tohoto proto-onkogenu. 
V souvislosti s tí to je e  se u ádí, že ožst í Gl , kte ý je utilizo á  K e so ý  kle  
pře šuje ožst í, kte é je užito p o s tézu další h a i ok seli  a ukleotidů (43, 65, 
66). A o ál í egula e M  ted  ede k eko t olo a é p olife a i a edostateč é 
apoptóze (67).  
) ýše á gluta i olýza sou isí se z ýše ou e p esí -Myc (68, 69). ) ýše á gluta i olýza, 
kte á apříklad u glio o ý h u ěk “F  e o u P -  u ěk Bu kitto a l fo u 
ko eluje se z ýše ou e p esí M , se pře áž ě podílí a doplňo á í TCA, přiče ž zá o eň 
do hází ke z ýše é s téze GL“  (26, 68). V uňká h Bu kitto a l fo u P  slouží Gln 
p okazatel ě i jako alte ati í zd oj e e gie  případě edostatku glukóz  (70). Další důkaz 
o ýz a u M  posk tl  uňk  kolo ektál ího ka i o u, v nichž do hází při s íže é e p esi 
Myc k potlače í gluta i olýz  i gl kolýz  (71). U lidský h eu o lasto o ý h u ěk BE-2C a 
Kell  lo p okázá o, že N-M  ýz a ě a plifiko a ý z MYCN p á ě u 
eu o lasto o ý h li ií, ýz a ý čle  odi  M  eguluje akti itu GL“ , kte á je klíčo á 
p o jeji h ůst (72).  
Myc ted  eguluje gl kolýzu i gluta i olýzu a  součas é do ě se ukazuje i jako 
zp ostředko atel aku ula e o ko eta olitu 2HG (73).  
Sirtuiny 
)a ýz a é egulač í p otei  jsou po ažo á  i si tui  “IRTs . “ed ičle á odi a 
tě hto p otei ů, oz ačo a ý h obvykle SIRT 1-7, zp ostředko á á pře áž ě dea et lač í 
reakce, a podílí se na řadě ko k ét í h egulač í h e ha iz ů (74). SIRT 4 a SIRT 6 
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katal zují ADP-ri oz lač í eak i, jež je součástí postt a slač í h odifika í.  Z lé “IRTs 
naproti tomu půso í jako dea et láz  (75, 76). Jed otli é p otei  se sk tují  ůz ý h 
ko pa t e te h uňk  (77). SIRT , ,  jsou ýh ad ě ito ho d iál í (74). V případě 
gluta i olýz  h aje ýz a ou oli “IRT3 a 4, jeji hž půso e í  se inhibuje aktivita GDH 
(69, 74).  
SIRT3 ůže také aktivovat IDH2, kte á ůže katal zo at stejnou reakci jako IDH3, tedy 
pře ě u iso it átu a OG za součas é p oduk e NADPH. Te to je  se o je uje často e 
spoje í s ýzku e  li u  kalorické est ik e a á za ásledek u WT ší z ýše ou p oduk i 
NADPH a tí  páde  i z ýše ou a tio idač í kapa itu ito ho d ií. SIRT3-defi ie t í ši 
tento efekt post ádají a do hází u nich ohe  dří e apříklad k hlu hotě. Fu kč í SIRT 3 se 
tedy epří o podílí a p e e i eu odege e ati í h ho o , spoje ý h s poškoze ý i 
e o efu kč í i ito ho d ie i (78). 
mTOR 
Další eza ed atel ý ýz a  gluta i u spočí á  jeho podílu a u ěč é sig aliza i. 
Du á  a kol. p okázali, že gluta inolýza aktivuje mTOR (mammalian target of rapamycin), a 
tí  potlačuje autofagii u ěk a zá o eň podpo uje jeji h ůst a p olife a i (79).  
TOR je se i e/th eo i e ki áza, kte á eguluje u ěč ý ůst, eta olis us a stá utí (80, 
81). T oří d a st uktu ě a fu kč ě odliš é ko ple , az a é TORC  a TORC , u sa ů se 
pak odlišují od ji ý h tříd pís e e  M:  TORC  a TORC . )atí o TORC  je akti o á  
ožst í  a i ok seli , ůsto ý h fakto ů a ATP, TORC  je akti o á  pouze ůsto ý i 
faktory. Z aminokyselin je ejúči ějším akti áto em mTORC1 leucin. Mechanismus 
půso e í leu i u spočí á  jeho aloste i ké akti a i GDH, a kte ou se pří o áže. Leu i  tak 
stimuluje deaminaci gluta átu a s tézu 2OG, kte ý akti uje TORC  sk ze p ol l 
h d o láz , e z  spadají í do odi  2OG depe de t í h dio ge áz (82). TORC  ůže 
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ýt regulo á  po o í GL“ . Ukazuje se, že akti ita této jate í isofo  GL“, jejíž ýz a  
v ádo o ý h uňká h e í dosud příliš jas ý, ko eluje u bu ěk HepG  s aktivitou mTORC1 
(56).  Je z á o, že akti a e GDH leu i e  h aje klíčo ou oli  sekreci inzulínu 
pa k eati ký i eta uňka i. Je ted  h poteti k  ož é, že se TORC  také podílí a 
sek e i i zulí u (43).  
mTORC1 se a í  podílí i a s téze p otei ů při již z iňo a é  ůstu a proliferaci u ěk. 
Vše h  t to aspekt , kte é jsou záje ě p opoje é s gluta i olýzou, o ěž s ětlují 
zá islost ádo o ý h u ěk a gluta i u a přede ší  fakt, že s téza mTORC1 je 
v ádo o ý h uňká h zp a idla z ýše á (83).  
“ téza gluta i u po o í gluta i  s tetáz  z gluta átu naopak způso í inhibici 
TORC , čí ž zapříči í z ýše ou í u epatologi ké autofagie a tí  ted  adapta i a 
edostatek ži i  a e e gie (84).  
HIF α 
HIF  l pop é o je e  dík  ide tifika i HRE h po ia espo se ele e t; ′-RCGTG- ′) ve 
´enhanceru genu p o e th opoeti , kte ý sti uluje p olife a i e th o tů a podléhá 
h po ií říze é t a sk ip i. H aje zásad í oli při a gioge ezi tu o ů a jed á se o t a sk ipč í 
fakto , kte ý je zá islý a ko e t a i k slíku. HIF  se skládá z podjed otk  α a β (85). 
V h po ii do hází k sta iliza i HIF α a k jeho translokaci z toplaz  do jád a, kde 
dimerizuje s HIF β a z iklý HIF ko ple  začí á ýt t a sk ipč ě akti í (86). HIF komplex 
asociuje s egulač í i egio  HRE a áže se a t a sk ipč í koakti áto , přiče ž sti uluje 
genovou expresi ůz ý h ge ů (87). Naproti tomu v o o ii se HIF α ozpadá a elze ho 
sta da d í i metoda i apř. western blot) té ěř deteko at  (88). 
HIF α se podílí na angiogenezi a ěkolika ú o í h. Krom stimulace VEGF (vascular 
endothelial growth factor), kte ý akti uje p olife a i e doteliál í h u ěk (89), je 
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zodpo ěd ý apříklad i za é í azoko st ik i či azodilata i dík  egula i ge ů, pod kte é 
spadá p á ě říze í é ího to u (90).  
P á ě akti a e VEGF p ostřed i t í  HIF α ůže pa ti ipo at a i azi itě ádo o ý h 
u ěk. Podo ý případ l pot ze  u u ěk osteosa ko u (91) e o u u ěk pli ího 
adenokarcinomu (92). V e pe i e tu, kde l  i u odefi ie t í  ší  t a spla to á  
uňk  se sta il í e p esí HIF α, do házelo u tě hto e pe i e tál í h z ířat k šší p olife a i 
a hlejší u ůstu ádo u (93). HIF α u u ěk ka i o u tlustého stře a HCT  akti uje 
expresi řady ge ů, čet ě ůsto ý h fakto ů, apř. TGFα t a sfo i g g o th fa to  α ; 
e o u u ěč é li ie ší h fi o lastů MEF ůsto ý fakto  IGF  insuline-like growth factor 
2). 
Je z á o, že HIF α h aje ýz a ou oli i při sa ot é p olife a i ádo o ý h u ěk, ale 
po hopitel ě i e ádo o ý h u ěk eje  é ího epitelu. HIF α také akti uje d áh  
podílejí í se a p olife a i, jako jsou MAPK a PI3K (94). 
HIF α je p o egula i gl kolýzy i gluta i olýz  zásad í. Na sti ula i pře ě  gluta i u 
a OG se HIF α podílí stej ou ě ou jako a gl kolýze (95) O ázek . V á az osti lze 
ted  ří t, že h po ie posu e eta olis us gluta i u z o ida e s ě e  a edukti í 
ka o la i RK . Te to fe o é  l pot ze  apříklad a uňká h kolo ektál ího 
karcinomu KRO, karcinomu pankreatu MiaPaca2 (96), glioblastomu SF188 (97) e o p s ího 
karcinomu HTB126 (52).   
HIF α je akti o á , i o ji é, i z ýše ou produk í RO“. Te to je  je z á ý apříklad u 
glio lasto o ý h u ěk ají í d sfu kč í ito ho d ie (98) e o u fi o lastů pa ie tů 
s Leigho ou uta í, jež ají ito ho d ie eko pete t í k OXPHOS (99). HIF α se 
ýz a ě podílí a adapta i u ěk a toto p ostředí, jelikož zapí á akti itu AMPK, kte á 
spouští a tio idač í e ha is  (100). 
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O rázek 1 Regulač í e ha is  spoje é s K e so ý  kle  a gluta i olýzou. Vli  p otei ů p , TORC  a 
HIF α a e z  a aple oti ký h d ah gluta i áza  GL“ , gluta átdeh d oge áza (GDH), 
p u átdeh d oge áza PDH  K e so a klu, a li  -  a gluta i o é t a spo té  A“CT  a “N .  
 
2.1.4 Iso itrátdeh droge áza 
Euka oti ký ge o  o sahuje tři ge  Iso it átdeh d oge áz  IDH1-3). IDH  ge  kóduje 
NAD+ depe de t í okta e  α, β a γ podjed otk , sk tují í se  ito ho d iál í 
at i , kte ý katal zuje eak i K e so a klu – i e e zi il í o idati í deka o la i 
iso it átu. Jako kofakto  IDH  slouží d oj o é katio t  M 2+ a Mg2+. E z  je poziti ě 
aloste i k  egulo á  Ca2+, ADP a it áte  a egati ě ATP, NADH a NADPH (101). 
Vše h  isofo  se od se e í e či é ě liší, a to eje  su st át , koe z , ale i 
lokaliza í  uň e. Naví  isofo  IDH  a  st uktu ě a i ge eti k  esou isí s isoformou 3 
(101).  
2.1.4.1 Iso itrátdeh droge áza   
IDH1 ge  kóduje NADP+ depe de t í e z , kte ý se sk tuje  cytosolu a 
v peroxisomech (102). IDH1 isoforma ted  ůže přispí at k p oduk i tosoli kého NADPH, 
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dík  pře ě ě iso it átu a 2OG. Tato eak e šak e usí ýt  ádo o ý h uňká h ut ě 
i e e zi il í, e oť IDH  se podílí i a RK, jejíž p ů ěh je pod í ě  dostatke  NADPH (103). 
“ ě  eak e zá isí a okol í  p ostředí uňk . ) á ý  akti áto e  e e z í d áh  je 
HIF α, respektive hypoxické p ostředí (85). Dále lo o je e o, že ůže katal zo at i 
s tézu HG, o ěž za spotře  NADPH a p oduk e NADP+ (104).  
2.1.4.2 Iso itrátdeh droge áza  
Jed á se ito ho d iál í e z , kte ý je NADP+ depe de t í. “tej ě jako IDH  ůže 
produkovat NADPH a katalyzovat reakci Krebsova cyklu – pře ě u iso it átu na  2OG. Tento 
e z  je ýz a ý p o ádo o é uňk , kde katalyzuje RK a s tézu 2HG (105). “tej ě jako 
u IDH , i zde platí, že uta e jedi ého kodonu (  případě IDH  R  e o R  způso í 
oho áso ě šší p oduk i 2HG (106). T to uta e, čet ě R  mutace u IDH1, byly 
aleze  a ka t ě u . a . stádia glio o ý h u ěk (107) a u akut í eloid í leuké ie 
(AML) (108). Mé ě f ek e to a é jsou t to uta e u p i á í h glio lasto ů a další h t pů 
ádo o ý h e o í (109). 2HG slouží jako ýz a ý iologi ký a ke   sé u pa ie tů 
t pí í h AML a jeho soký o sah tak předsta uje jas ý ukazatel tohoto o e o ě í, již 
v a é  stádiu této e o i, e oť je p oduko á  t a sfo o a ý i uňka i pří o  krvi 
(110).  
Další eza ed atel ý ýz a  IDH  spočí á  její s hop osti o li it edo í o o áhu 
ádo o ý h u ěk, p á ě dík  zá islosti RK na NADPH a o idati í deka o la e a NADP+.  
2.1.4.3 Iso itrátdeh droge áza  
Podo ě jako IDH  se te to e z  sk tuje  ito ho d ií h, ale ijak epřispí á 
k produkci NADPH. Má šak eza ed atel ý li  a ioe e getiku dík  produkci NADH, 
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z ikají í u  K e so ě klu, a ásled é pře ě ě tohoto edukč ího ek i ale tu a e e gii 
v espi ač í  řetěz i (111).  
2.1.5 Reduktiv í kar o la e ádorový h u ěk 
RK je e e z í d áha K e so a klu, kte á se podílí a t o ě p eku zo ů potře ý h p o 
p olife a i ádo o ý h u ěk. Tato reakce je katalyzována e z e  IDH , kte á z 2OG 
t áří iso it át edukti ě  (112). Výz a ou a aple oti kou d áhou této eak e je 
gluta i olýza, jež p odukuje p á ě OG, kte ý je e e z ě utilizo á  a iso it át, a dále 
zpět ou ako itázo ou eak í a it át, kte ý ůže ýt dále e po to á  do tosolu, a po o í 
ATP: it át l as  pře ě ě  a acetyl-CoA a o ala etát, popřípadě ůže ýt it át po o í 
tosoli ké IDH  zase o ido á  a 2OG. Acetyl-CoA pak dále slouží jako prekurzor pro tvorbu 
lipidů. O ala etát ůže ýt dále pře ě ě  a alát, kte ý je dále eta olizo á  
(51)(Obrázek 2).  
O e ě lze ří t, že funkce IDH2 u ožňuje z ik eta olitu it átu, potaž o ast ý h 
kyselin z gluta i u, čí ž podpo uje ůst ako i ý h u ěk i  epříto osti glukóz , či při 
hypoxii (113). Po hopitel ě í a hypoxie, respektive a gioge eze a askula iza e se liší dle 
d uhu ádo u (114).  
Buňk , kte é akti ují d áhu RK, získá ají p oto ýhodu op oti uňká  s eakti í RK. Ne í 
zatí  zcela jas é, jaký  způso e  ka i oge eze i dukuje RK. 
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Také se ukázalo, že a aple oti ký OG je u idů CYTB B a při FH defi ie i zp a o á á  
i o idati ě, ť  e ší íře, t adič í estou  K e so ě klu (112).  
Ke z ýše é RK a gluta i olýze pak do házelo i v hypoxii, kd  je potlače  espi ač í 
řetěze  (97). V důsledku h po ie a i hi i e e z ů K e so a klu do hází k inhibici p u át 
deh d oge áz  PDH), proto se logicky předpokládá z ač á est ik e toku p u átu do 
mitocho d ií. A šak zají a ý ález u u ěk “F  ukázal, že i při d oj áso é  á ůstu 
p oduk e laktátu l pokles u ěč ého it átu pouze % zhlede  k o o ii, it át ted  
usí ýt ko pe zo á  ezá islou d áhou (97). Podo ě, jako v případě ito ho d iál í 
poruchy, i v hypoxii je ajo it í ožst í it átu s tetizo á o edukti ě z OG a ozdíl od 
p ostředí normoxie, kde je hla í  zdrojem it átu glukóza (97). )dá se ted , že k aktivaci RK 
do hází při potlače í ito ho d iál í o ida e h po ie či poškoze í , a slouží k ud že í 
hladi  it átu p o podpo u p olife a e  pod í ká h se s íže ou ož ostí o ida e 
su st átu.  
Dále la RK p okázá a i  uňká h RCC karcinomu ledvin s uta í von Hippel Lindau 
tumor sup eso o ého proteinu (pVHL; the von Hippel Lindau tumour suppressor protein), ve 
kte ý h je h o i k  akti o a ý HIF α ted  i z ýše á aktivita LDH a s íže á akti ita PDH . 
RCC tedy kazují olekulá í ha akte istik  h po i ký h u ěk (116). 
Výzku  lidský h fibroblastů izolo a ý h z předkožk  o ěž p okázal e iste i RK a 
zá o eň jí přiřazuje fu k i jakéhosi NADPH pře ašeče shuttle . NADPH při RK edukuje 2OG 
na iso it át, ásled ě it át, je ž je dále e po to án do cytosolu, kde ůže ýt dík  IDH  
zpět ě o ido á  a 2OG za z iku tosoli kého NADPH (117). Jelikož edukč í ek i ale t  
ep o házejí snadno sk ze e á , jed á se o další způso  eziko pa t e to é 
transhydrogenace. 
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Pod í kou RK je tedy jednak příto ost IDH , dále takz a ý „pře uše ý  K e sů  klus 
(truncated; oz ačuje se jí  e e z í d áha OG – iso it át – it át  a dostup ost su st átů. 
Někte é p á e skuteč ě u ádějí, že ízký po ě  it át/ OG je stěžej í p o p ů ěh edukti í 
ka o la e  ito ho d iích (116). Enzymati ká a alýza tosoli ké IDH  vykazuje inhibici 
RK iso it áte  (103). RK se ted  uplatňuje v příto osti fu kč í gluta i olýz  a ízké 
produkce it átu it áts tázou či hlý e po t it átu z ito ho d ií , ted   pod í ká h 
e kte ý h la RK skuteč ě pot ze a h po ie, akti a e HIF α, defekt o idati í 
forforylace, s téza lipidů . Reak e ako itáz  je e e zi il í a v sa čí h uňká h při 
ustále é  sta u ud žuje ezá isle a ko e t a i it átu o o áhu it át/iso it át  po ě u 
10-11:1 (118).  
Další  fakto e  p o p ů ěh ito ho d iál í RK je dostup ost NADPH, s ě  eak e IDH  
je da ý afi itou k NADPH K  p o NADPH je ižší ež k NADP) (119) a příto ostí su st átu, 
potaž o e z ů pa ti ipují í h a RK. )á o eň e iste e RK, či její z ýše á í a, ůže 
ovlivnit jak v cytosolu, tak v ito ho d ií h NADPH ho eostázu a edo í o o áhu 
v uň e spojenou s o idač í  st ese  (120).  
Při hledá í příči  aku ula e do st ea  i te ediátů K e so a klu autoři zjistili, že 
sile i g OGDH o ěž egati ě o li ňuje edukti í ka o la i, ož je pa ado í. O še  
hla í příči ou je zde o eze í p oduk e NADH, kte ý je dále su st áte  p o nikotinamid 
ukleotid t a sh d oge ázu (NNT; viz. Kapitola 2.1.6)  eak i p odukují í NADPH. 
Dostupnost NADPH v ito ho d ií h je ted  důležitý a klíčo ý fakto  p o fu go á í RK. 
Redukti í ka o la e je od oku  zají a ý  íle  ýzku u u ako i ý h u ěk, 
p otože t to často p o házejí h po ií, akti a í HIF, či po u hou ito ho d iál í o ida e, a 
jsou tedy v jisté  s slu zá islé a fu go á í edukti í ka o la e a eta olis u 
gluta i u. Pokud edukti í ka o la e skuteč ě podpo uje p olife a i  ěkte ý h 
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ako i ý h uňká h, je tato d áha zají a ý  íle , p otože její íle ou i hi i í  lo 
ož é potlačit ůst ako i ý h u ěk. Výzku  e spojitosti s RK se d es u í á s ě e  k 
ýzku u p oduk e 2HG po o í IDH2 O ázek . Výzku  e ha is u a základ í h 
pod í ek p o edukti í ka o la i a její důsledk  p o ito ho d iál í eta olis us je ale 
stále ut o dokonale objasnit, zej é a p o ést kvantifikaci RK v ůz ý h t pe h ako i ý h 
u ěk, a v po o á í s e ako i ou tká í. 
 
O rázek 3 “ hé a edukti í ka o la e RK  a gluta i olýz . Gluta i  je  ito ho d ii pře ě ě  
glutaminázou a gluta át, dále t a sa i ač í eak í e o gluta átdeh d oge ázo ou eak í a α-
ketogluta át, kte ý ůže ýt utilizo á   o ál í  K e so ě klu šedé šipk  e o d áhou RK če e é 
šipk . Vz iklý it át pak ůže ýt e po to á  do tosolu, kde slouží jako p eku zo  s téz  ast ý h k seli  
FAs  e o ůže ýt eak í, katal zo a ou ja leč ý  e z e  ME  pře ě ě  a p u át p , kte ý se 
ůže átit do ito ho d ie e o pře ě it a laktát. RK tak ůže ýz a ě přispět k hospodaře í 
s edukč í i ekvivalenty (NADPH).  
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2.1.6 NADPH metabolismus  
2.1.6.1 Redukč í ekvivale t  
)a d a ejdůležitější edukč í ek i ale t  se po ažují ikoti a id ade i  di ukleotid 
NAD+  a ikoti a id ade i  di ukleotid fosfát NADP+ . O ě t to olekul  jsou p o uňku 
důležité, jeji h ýz a  spočí á v ud že í edo í o o áh   uň e, p oduk i ATP, pře osu 
sig álu a další h o ido edukč í h eak í h, dík  ož osti pře osu elekt o u, dop o áze ého 
t a sloka í odíku. Je potře a si u ědo it, že jak NAD+/NADH, tak NADP+/NADPH jsou 
v uň e st ikt ě uza ře   jed otli ý h ko pa t e te h (121).  
Bu ěč á ko pa t e taliza e s téz  edukč í h ek i ale tů (NAD/NADH a 
NADP/NADPH) je otázkou de at, jelikož mitochondrie jsou p o NAD+ a NADP+ ep opust é. 
Dosud e í ko plet ě z á o, kte é e z  ios téz  NAD+ jsou příto  
v ito ho d ií h a kte é e, či a ú o i kte ý h p eku zo ů p o íhá t a spo t do 
ito ho d iál í at i .  “tudie Nikifo o a et al. z roku  ukazuje, že p eku zo e  
ito ho d iál ího NAD+ je ikoti a id o o ukleotid NMN  či ji é do st ea  de i át , 
např. ikoti a id i ozid NR   případě, že ůže ýt  tosolu fosfo lo á  a NMN . Te  
je t a spo to á  do ito ho d ií, kde je s tetizo á o NAD+ e z e  nikotinamid 
nukleotid adenylyl t a sfe ázou 3 (NMNAT3) (122). Jed otli é u ěč é t p  se z ačují 
ůz ý  zastoupe í  jed otli ý h e z ů ios téz  NAD+, apř. u ěč á li ie HepG  
e ůže užít jako p eku zo  NAD k seli u ikoti o ou NA , p otože  tosolu h í 
enzym ikoti a id fosfo os lt a sfe áza (NAPRT). Na druhou stranu, i hi i í tohoto 
enzymu v ji é  t pu ádo o ý h u ěk dojde k jeji h apoptóze (123).  
D áh  p odukují í tosoli ké NADPH jsou pe tozo ý klus a alátdeh d oge áza 1 
(Malic enzyme, ME1) (124, 125). Mitochondriál í eak e a d áh  zah ují í s tézu NADPH, 
vyjma IDH2, jsou shrnuty v této kapitole.  
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2.1.6.2 Mito ho driál í jed ouhlíkový klus 
Mezi další i a i ok seli a i, kte é ýz a ě přispí ají k přežití ako i ý h u ěk 
v kultuře či in vivo l  k o ě gluta i u ide tifiko á  také se i  a gl i  eta olis us 
a gi i u, ala i u, aspa agi u a další h ejsou p o tuto p á i ele a t í , zej é a e 
spojitosti s p oduk í e e gie a edukč í h ek i ale tů. “e i olýza je eta oli ká d áha 
uží ají í p eku zo  z gl kolýz ; při poklesu it o u ěč é koncentrace serinu je 
i hi o ána PKM  z ýše ý i t a elulá í se i  PKM  akti uje , kte á způso í aku ula i 
gl kol ti ký h i te ediátů čet ě -fosfogl e átu, p eku zo u se i u (126). Serin je potom 
uží á  k ios téze p otei ů ale i ke kata olis u, přiče ž deg ada e se i u je 
katal zo a á e z em se i  h d o eth lt a sfe ázou (SHMT), která pře áší methylovou 
skupi u ze se i u a tet ah d ofolát THF  za z iku gl i u a eth le -THF. 
Mito ho d iál í isofo a “HMT, “HMT , je a ozdíl od tosoli ké isofo  “HMT  
exprimová a e z ýše é íře v ako i ý h uňká h a  h po ii, a to li e  půso e í 
HIF1α, a šak pouze  uňká h, e kte ý h je í e e p i o a ý onkogen Myc (127). Do d eš í 
doby byla otázkou sa ot á ko pa t e taliza e a s ě  eak í “HMT zhlede  k zastoupe í 
e z ů  ito ho d ií h i tosolu.  
Ko e ze se i u a gl i  p o íhá p i á ě  ito ho d ií h (128): autoři užili p oduk i 
2HG jako epo té u t a sfe u h d ido ého io tu z NADPH na 2HG v t a sge í h uňká h 
nesou í h uta t  IDH  a IDH . Dík  izotopi k  z ače é glukóze -2D glukóza  p okázali, že 
NADPH z iká  tosolu eduk í NADP+ odíke  po házejí í  z glukóz , esp. z glukóza -
fosfátu a -fosfogluko átu (6-fosfogluko átdeh d oge áza   o idač í pe tózo-fosfáto é 
d áze. Tato d áha redukce NADPH se sk to ala pře áž ě  uňká h s uta í IDH , zatí o 
u u ěk s uto a ou IDH  došlo k i ko po a i h d ido ého a io tu H- do 2HG pouze za 
předpokladu, že došlo k translokaci H- po o í NNT z tozoli kého NADH do 
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ito ho d iál ího NADPH užili -2Dglukózu . Ro ěž doložili, že  reakci konverze serinu 
na glycin v ito ho d ií h z iká eth le -THF.  
Methylen-THF stupuje  ito ho d ií h či tosolu jako do o  uhlíku  tz . 
jed ouhlíko é  klu o e-carbon cycle, tet ah d ofolate path a  p odukují ího fo iát a 
10-formyl-THF, p eku zo   s téze pu i ů; ted  eth le -THF je ege e o á  e z  
meth le tet ah d ofolátdeh d oge áz  MTHFD, ito ho d iál í isofo a  a tosoli ká 
isofo a  za z iku NADPH, kte é je dále uží á o apř. IDH .  “e i olýza a z ýše á 
exprese “HMT  e spoje í s  ito ho d iál í  jed ouhlíko ý  kle  ted  podpo uje 
t o u ito ho d iál ího NADPH, potaž o a tio idač í o a u a edukti í eak e (127). 
Gl i  z ikají í eak í “HMT  je eta olizo á  gl i deh d oge ázou GLDC) na CO2 za 
z iku další jed ouhlíko é jed otk  reoxido a é MTHFD2 (129).  
Toto té a je  ši ší  ko te tu zp a o á o e studii (130), kte á předkládá otázku užití a 
s hop osti záje ě ko pe zo at se i  a gl i   p olife a i ako i ý h u ěk. “a ot ý 
se i   édiu, e gl i , je s hop ý za ho at i takt í p olife a i. “e i  t a spo to a ý do 
buněk je ko e to á  a gl i , kdežto při opač é eak i se ko zu uje eth le -THF a 
soutěží tí  o su st át se s tézou pu i ů. “e i  sa ot ý je dostačují í p o zajiště í gl i u i 
jed ouhlíko ý h jed otek, kte é z ikají p á ě deka o la í gl i u dík  GLDC, za součas é 
produkce methylen-THF (129). Tyto studie a íc podpo uje člá ek za ý ají í se reakcí 
SHMT2 (127). Mlu í o pře ě ě serinu na glycin jako o ýhod é podpoře jed ouhlíko ého 
cyklu a vzniku NADPH v ito ho d ií h, potaž o s téz  pu i ů. Jed á se ted  o další 
příklad eta oli ké d áh  slouží í ako i ý  uňká  k podpoře p olife a e.  
2.1.6.3 NNT 
Jed á se o i teg ál í e á o ý p otei , kte ý u ožňuje t a sloka i odíko ého 
protonu z NADH přes itř í ito ho d iál í e á u a NADP+ o saže é  at i . 
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K t a spo tu je uží á a e e gie e á o ého pote iálu, kte ý z iká dík  p á i 
espi ač ího řetěz e. Te to p o es odíko é t a sloka e a přede ší  p oduk e NADPH je 
ýz a ý, e oť sa ot é NADPH se podílí jed ak a edukti í ka o la i, ale i a ud že í 
a tio idač í kapa it  uňk , dík  ege e a i o ido a ého glutathio u (131).  
U ádí se, že nikotinamid- ukleotidt a sh d oge áza NNT vyprodukuje zhruba 45% 
z elko ého ito ho d iál ího NADPH v uňká h s deč í s alo i  a o z tek se pak posta á 
IDH  při o ida i iso it átu, a alátdeh d oge áza při ko e zi alátu a p u át (132, 133). 
Silencing NNT u PC  u ěk způso í s íže í hladiny eduko a ého glutathio u G“H  a jejich 
z ýše ou itli ost ůči o idati í u st esu, dále pak v souladu s tí  i ižší hladi u NADPH a 
z ýše ou azál í hladi u H2O2 (134). Na šší hladi ě H2O2 se podílí přede ší  šší po ě  
o ido a ého peroxiredoxinu. Te to je  l tep e edá o o je e  a eu o ál í h 
ito ho d ií h. Ukazuje se tedy, že edostateč á fu k e NNT  ohla sou iset se 
z ýše ý  ýsk te  eu odege e ati í h ho o  (135). Vliv NNT se neomezuje jen na 
ozko é uňk , ale jeho edostatek ůže způso it i elko ě ižší p oduk i glukokortikoidů 
adled i ka i, dík  z ýše é apoptóze u ěk (111). NNT ted  apo áhá h á it uňku před 
RO“, ož se o še  eo ezuje je  a zd a é uňk , ale i a ádo o é (136). 
Další ýz a  ha akte isti ký p o ádo o é uňk  tk í  za ho á í e e z í d áh  
edukti í ka o la e, e oť ta je zá islá a dostup osti NADPH. Nádo o é uňk  
s k o kdo e  NNT jsou ohe  itli ější k od ětí glukóz , aopak o e e p ese NNT je 
dostateč á p o sti ula i edukti í ka o la e a oxidace glutaminu za součas é i hi i e 
gl kolýz  (137).  
2.1.6.4 Malátdeh droge áza (ME, Malic enzyme) 
ME, Tetramer (Mr 65000) se skládá ze d ou ide ti ký h podjed otek. Vyskytuje se jak 
v cytosolu (ME1), tak v ito ho d ií h (ME2). V obou kompartmentech katalyzuje pře ě u 
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alátu a p u át za součas é s téz  NADPH, čí ž se stá á p o zd a é i ádo o é uňk  
jed í  z ýz a ý h zd ojů tohoto edukč ího ek i ale tu (138). C tosoli ké NADPH je, 
mimo ji é, ez t é k s téze ast ý h k seli , kte é se ýz a ě podílejí apříklad na 
sta ě u ěč ý h stě  dělí í h se u ěk. Pa ado ě, u u ěk lidského l fo u l 
p okázá  defi it tosoli kého ME (139), ož ěkte é ěd e edlo k l é šlen e, že se 
jed á o projev last í še  ádo o ý  uňká . V další h pu lika í h, ě o a ý h uňká  
p s ího ka i o u, byla naopak p okázá a z ýše á exprese tosoli kého i ito ho d iálího 
ME (140). V součas é do ě se ME  je í jako sli ý íl p o léč u ádo o ý h o e o ě í, 
jeho edostatek i dukuje u ěč ou s t spoje ou s tvorbou ROS a nadbytkem NADP+ 
(124). 
Výz a  ME šak spočí á i  egula i tu o  sup eso o ého ge u p  a aopak p  také 
ůže jeho akti itu egulo at. p  ůže i hi o at ME a tí  egulo at u ěč ou p olife a i a 
eta olis us gluta i u. Při pohledu z d uhé st a  lze s íže í  akti it  ME akti o at  p , 
kte ý zač e asi ě sti ulo at se es e i, o še  ez i i ia e apoptóz . Naopak při akti a i 
ME dojde k i akti a i p  a zá o eň potlače í se es e e. O a s ě  jsou tedy a záje  
p opoje é, a zá o eň se jed á o e ha is us egulují í stá utí u ěk (124).  
2.1.6.5 Pe tózo–fosfátový klus (PPP) 
PPP je, a ozdíl od předešlý h d ah s hop ý h ge e o at NADPH, pouze tosoli ká 
d áha. Vět í se z gl kolýz  po její  p í  k oku, tz ., že z iklý glukóza-6-fosfát se utilizuje 
uď dál a f uktózu-6-fosfát e o je PPP o ido á  za po o i glukóza-6-fosfát 
deh d oge áz  G PDH . V této eak i je ge e o á a p í molekula NADPH.  G6PDH je 
egulo á a i t a elulá í i po ě e  NADPH/NADP+  i e t a elulá í  sti ul  ůsto é 
faktory: EGF, PDGF) (141, 142).  
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6-Fosfogluko olakto áza -PGL  je d uhý e z , kte ý se podílí a t o ě NADPH (143). 
6-PGL je k iti ký p o p olife a i a pote iál tu o igeneze, jeho i hi i í dojde  uňká h 
pli ího ádo u k aku ula i p  a a ýše í RO“ také dík  z ýše é ko zu a i k slíku) (144). 
p  se podílí a i hi i i GLUT  a GLUT  (145), čí ž s íží gl kolýzu a zá o eň se ůže 
epří o podílet a potlače í PPP sk ze s íže í e p ese gl kol ti kého enzymu 
fosfogl e át utázy 1 (PGAM1) (146, 147). 
2.1.7 2-H dro glutarát 
Vů e  jede  z p í h člá ků, kte ý se za ý á HG e spoje í s eta oli ký i z ě a i 
pojed á á o po uše eta olis u he u. )a ý á se ožst í  HG  sé u pa ie tů s 
gast oe te opatií a předkládá h potézu, že delta-aminolevulo á k seli a, p eku zo  s téz  
po f i ů, se při této po uše dále epře ěňuje a přispí á k produkci 2HG (148). 
V soké hladi  HG l  pozo o á  také u pa ie tů s tzv. 2-h d o gluta áto ou 
a idu ií.  Jed á se o dědič ou eu o eta oli kou po u hu, kte á se p oje uje v dětské  
ěku a způso uje po alejší ý oj, epilepsii, ka dio opatii, h poto ii a další. Ví e jak % 
pa ie tů á autoso ál í e esi í uta i  ge u kódují í  HG deh d oge ázu, kte á 
pře ěňuje HG zpět a 2OG (149).  
Další autoso ál ě e esi í o e o ě í, kte é také přispí á k produkci 2HG a postihuje 
oxidaci mast ý h k seli , p oje ují í se apř. h pogl ké ií, h poto ií, ik o efalií, či 
leta gií, se z ačuje defi ie í “CAD z a gli kého short-chain acyl-coenzyme A 
deh d oge ase , ěkd  také u ádě ého zk atkou ACAD“. Tafti a kol. p o edli ýzku  spá ku 
ší a pot dili, že uta e ACAD“ o li ňuje théta l  pa ado ího spá ku sk ze 
hypokampus a základě eta oli ký h z ě . Je to dá o tí , že defi ie e ACAD“ součas ě 
přispí á k ad ě é expresi glutathion-depe de t í gl o láz   Glo-1). Glo-1  a 
glutathione-depe de t í gl o lázu  Hagh  u ádějí jako e z , kte é pře ěňují delta-
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aminolevulovou kyselinu (4,5-dio o ale át  a HG. Defi ie e ACAD“ sice s ižuje p oduk i 
ketolátek z ikají í h při β-o ida i, a d uhou st a u se ast é k seli  ji ý i kata oli ký i 
d aha i pře ěňují pří o a p eku zo  o ga i ký h k seli  a ad ě ě e p i o a á Glo-1 
a ásled ě Hagh tak zapříči í o ga i kou a idu ii (150).  
Další zd oj HG předsta ují NADP+-depe de t í hydroxykyselina-oxokyselina 
t a sh d oge ázy (hydroxyacid oxoacid transhydrogenase; HOT , kte é pře ěňují γ-
h d o áselnou kyselinu (GHB) na sukcinyl semialdehyd (SSA) za součas é ko e ze 2OG 
na 2HG. O je e  této d áh  došlo k o jas ě í dlouhodo ě ejas ého e ha iz u pře ě  
GHB, ož je při oze ě se sk tují í ast á k seli a  sa čí  CN“ a zá o eň á ko á látka, 
kte á se dří  použí ala k léč ě alkoholizmu a narkolepsie (151). 
K degradaci GHB do hází tře i ůz ý i způso . A  deg ada í sk ze β-oxidaci, B) GHB 
eduktázou a za C  po o í HOT. Cesty B) a C) produkují sukcinyl semialdehyd (SSA), ož je 
ěž ý ezip odukt eta olis u, kte ý je dál pře ě ě  a suk i át (metabolit Krebsova 
cyklu) po o í ““A deh d oge áz  ““ADH . )a předpokladu, že dojde k deleci genu SSADH 
nebo k inhibici tohoto enzymu, dojde k přes ě o á í d áh  GHB – SSA pouze a úsek 
katal zo a ý HOT a z iklý ““A je pře ě ě  a , -dihydroxyhexanovou kyselinu. “oučas ě 
je s defi ie í ““ADH spoje a aku ula e HG, pa ado ě ale edo hází ke ku ula i , -
dih d o he a o é k seli , jejíž osud  o ga iz u e í dosud z á ý. Reak e katal zo a á 
po o í HOT je e e zi il í. (151,  152). 
Další  z á ý  p eku zo e  t o  HG je u sa ů -hydroxy-L-lysin a 2-keto-5-
h d o adipát (153). 
U ádo o ý h u ěk l 2HG dlouhou do u po ažo á  za o ko eta olit, kte ý se 
částeč ě ku uluje, čí ž z iká ož ost, a základě jeho ko e t a e, odhad out stupeň 
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gliomu nebo akut í eloid í leuke ie AML . V tě hto případe h se jako hla í zd oj HG 
považuje 2OG eduko a ý uto a ou IDH1/2  (154, 155).  
No ě se také ukázalo, že u ěkte ý h ádo o ý h u ěk do hází k amplifikaci 3-
fosfogl e átdeh d oge áz  PHGDH  e z  ios téz  se i u , kte á ůže ko peto at 
s IDH1/2 o 2OG a s tetizo at HG, součas ě za z iku NADP+. U u ěk MDA-MB-468 
způso í k o kdo  PHGDH s íže í HG o % (156). 
2HG je tedy ejčastěji spojo á  s eta oli ký i po u ha i a  posled í do ě hla ě 
s rakovinou.  
2.1.7.1 2-h dro glutarát jako onkometabolit 
)jed oduše ě řeče o, 2OG ůže ýt pře ě ě  – o ido á  – v K e so ě klu, popřípadě 
po o í IDH  ůže ýt e e z ě ka o lo á , e o z ěj ůže ýt s tetizo á  HG 
jed odu hou eduk í keto-skupiny. O še  zásad í p o po hope í této p o le atik  je i fakt, 
že 2OG slouží jako kofakto  p o oho e z ů, přiče ž HG se dík  olekulá ě-st uktu í 
podo osti ůže ázat a akti í ísto pro 2OG (107, 157, 158).  
Jak již lo az ače o ýše,  součas é do ě je z á o ěkolik e z ů, jež přispí ají 
k produkci 2HG. Krom ide tifika e da ého e z u jako p odu e ta HG je podstat é i kte ý 
z e a tio e ů (R/S-2HG) produkuje. Výše popsa é d áh , jež katal zují  GLO1, HAGH, 
PHGDH a HOT, p odukují R-2HG (148, 150, 152, 159). No ě l  ale popsá  další e z  
produkují í HG:  laktátdeh d oge áza-A a ito ho d iál í alátdeh d oge áza  té ěř 
a o i ký h pod í ká h p odukují S-2HG v ádo o ý h uňká h, ož podpo uje alig itu 
podo ě jako R-2HG (160). 
Mutace v e z e h ádo o ý h u ěk, zah ují í i IDH  a IDH , sil ě i plikují 
poz ě ě ý eta olis us v p ů ěhu tumorigeneze (161). IDH /  ůže katal zo at 
pře ě u iso it átu a 2OG a zá o eň i s tézu HG (51). Po hopitel ě se  ádo o ý h 
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uňká h sk tují i uto a é i e uto a é fo  tě hto e z ů, přiče ž a ka t í ozdíl 
je idět hla ě  ožst í s tetizo a ého HG (166, 167). Dlouhou dobu se předpokládalo, 
že za s tézou HG stojí pouze odo é uta e tě hto e z ů (112, 168), o še  o ě lo 
p okázá o, že ádo o é uňk  t oří HG i bez mutace IDH1/2 (59, 77) O ázek . Ko k ét í 
uta e se sk tuje u ěkte ý h ádo o ý h o e o ě í a IDH   A g  e o A g , u 
IDH1 pak byla nalezena v Arg132 (162, 169, 170, 171). V součas é do ě la objevena o á 
ísta uta e a tě hto e z e h, kte é se sk tují k o ě AML a gliomu i 
v chondrosarkomech, cholangiokarcinomech a v l fo u a gioi u o lasti ký h T- u ěk 
(161).  
Mutace IDH1/2 u glio ů a ů e  u ětši  oligode d ogliál í h tu o ů žd  sou isí s 
ji ý i olekulá í i a e a e i, jako tře a s TP53 uta í e o zt átou kodele í  p/  
v chromozomech (168). Ne í z á o, jestli je kodele e spoje a se z ýše ou e p esí 
uto a é IDH  a  pří o či epří o, ale je pot ze o, že tato z ě a a h o ozo u 
způso í lepší ži otas hop ost oligode d oglio u a s íží itli ost a léč u 
(169,170,171). IDH1 a IDH2 uta e a s tí  spoje á z ýše á ko e t a e HG  sé u slouží 
jako p og osti ký a ke  u pa ie tů s i t ahepati ký  hola gioka i o e , akut í 
eloid í leuké ií a glio  (168, 172, 173, 174). 
43 
 
 
O rázek 4 Enzy ati ká akti ita uto a é a e uto a é IDH /IDH   uňká h ultifo ího glioblastomu. 
Upraveno dle (175).  
 
Výz a  2HG espočí á je   us ad ě í diag ostik  pa ie tů, ale podílí se – a ú o i 
uňk  – a i hi i i p ol lh d o lás PHD  a s tí  sou isejí í sta iliza i HIF α, jež je 
ásledo á a apř. akti a í ge u p o “LC A  solute a ie  fa il  , e e  , kódují í 
glukózo é t a spo té  e o VEGF, podílejí í se a a gioge ezi (154). B lo p okázá o, že 
HG ko petiti ě i hi uje 2OG depe de t í dio ge áz  O ázek , zah ují í histo  
de eth láz , p ol l h d o láz  PHDs , kolage  p ol l-4-hydro láz  a TET odi u -
eth l tosi  h d o láz, ož způso uje ši oké ge o o é z ě  histonů a methylaci DNA 
(158, 176). Dík  tě to z ě á  zůstá ají leuke i ké uňk  dedife e o a é, ož podpo uje 
jeji h p olife a i a přežití (157). Upregulace c-M  sledo a á  p s í  ka i o u ez utace 
IDH /  také ede k ěkolika áso é aku ula i HG a ke glo ál í  z ě á  epige o u, ož 
ýz a ě zho šuje p og ózu (73). )ají a é je, že TORC  a HIF α, d a zásad í egulač í 
p otei  u ěč ého eta olis u a p olife a e, kte é ý ají de egulo á   ádo o ý h 
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uňká h, jsou také říze  PHDs, čí ž ohou ýt o li ě  z ýše í  hladi  HG (157, 158, 
176, 177).  
 
O rázek 5 Produkce S- HG při katal ti ké eak i s laktátdeh d oge ázou-A a ito ho d iál í 
alátdeh d oge ázou  hypoxii. Upraveno dle (160) 
 
Otázka ýz a u HG šak e í stále defi iti ě zodpo ěze a a ozhod ě to eus adňuje 
fakt, že HG á jede  hi ál í uhlík. Doposud e í a i jed ot ý ázo  a efekt HG a 2OG-
depe de t í dio ge ázy (2OG-DD). 
Někte é studie a ádo o ý h uňká h az ačují, že jed otli é e a tio e  půso í 
odliš ě – R- HG, a ozdíl od “-2HG, aktivuje EGLN ge  kódují í e z  HIF-prolyl 
h d o lázu  HIF-PH  a p ol l h d o lázo ou do é u-o sahují í p otei  PHD )), ož á 
za ásledek eduk i HIF. Zá o eň šší hladi  HG přispí ají k z ýše é p olife a i (157, 178). 
O še  Tarhonskaya et al. p okázali, že jed otli é e a tio e  ají stej ý li  a akti ují OG 
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o ge áz , ačkoli   této p á i lo p a o á o s ef ziologi k  soký i ko e t a e i HG 
(179). 
Ne í ted  zatí  jas é, kte ý z e a tio e ů je ěž ě p oduko á   tumorech. 
V led i o é  ádo u je p oduko á  dík  IDH /  L-2HG (S-2HG) a k inhibici 2OG-DD dojde 
p á ě dík  L-2HG (180). Andersson et al. (2011) u ádějí jako p odukt IDH /  R-2HG 
v leuke i ký h uňká h (106). A p á ě dík  i hi i i IDH , kte á se ěž ě podílí a o o ské 
p oduk i HG, do hází k ho ší u ůstu kolo ií AML, čet ě dife e ia e AML u ěk, a 
k delší u přežití pa ie tů (181).  
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3 Cíle práce 
Po hope í eta olis u a patologie ádo o ý h u ěk patří  součas é do ě 
k ejdůležitější  té atů  ěde kého ýzku u. T a sfo o a é uňk  ě í s ůj 
eta olis us a adaptují se tí  a z ýše ou, espekti e eko t olo a ou í u p olife a e a 
i azi itu. Jed í  z adaptač í h e ha iz ů je z ýše á í a zapoje í RK do metabolismu 
uňk . Řada studií ukazuje, že tato d áha á sloužit p o a a oli ké p o es  spoje é p á ě 
s p olife a í. Bylo potvrzeno, že je tato e e z í eak e posíle a  h po i ké  p ostředí, a e 
z ýše é íře spotře o á á NADPH. Výz a  RK p o ádo o é uňk  e l ještě z ela 
o jas ě . V řadě ádo o ý h li ií, čet ě á i použitý h, e la RK a i její spojitost 
s metabolismem glutaminu doposud p okázá a ů e . IDH , pa ti ipují í a RK, slouží i jako 
e z , kte ý se ýz a ě podílí a s téze HG. Te to pů od ě o ko eta olit  se podílí i 
a epige eti ký h z ě á h, kte é o ěž přispí ají k proliferaci. 
Ve zd a ý h uňká h zatí  dosud e la uspokoji ě zodpo ěze a otázka ýz a u HG, 
a i e la jed oz ač ě p okázá a jeho při oze ě f ziologi ká hladi a, epočítá e-li jeho 
diag osti ké užití u leuke i ký h pa ie tů. V kontextu teorie o meta oli ké  
e odeli gu, kde ádo o é uňk  přejí ají to ejlepší od zd a ý h u ěk,  pak p á ě 
e ádo o é uňk  ohl  ýt z hlediska ýzku u HG předo aze  elko ého řeše í 
p o lé u.  
Dle dosa ad ího ýzku u e istuje eál á ša e, že p á ě HG  ohl ýt úspěš ě užit 
i jako a ke  p s í h ka i o ů.  
 
Cílem p á e lo: 
1)  Prokázat existenci RK v ádorový h uňká h prs ího kar i o u HTB-126 a MDA-MB-
231 
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 P okázat zá islost RK a gluta i olýze 
 P okázat ýz a  IDH  jako e z u, kte ý se eza ed atel ě podílí a fu go á í 
RK a s téze HG 
 Porovnat tyto poznatky v hypoxii (HPX) a v normoxii (NMX), případ ě  další h 
pod í ká h, kte é si ulují to, čí  při p olife a i ádo o é uňk  p o házejí.  
 
2) Prokázat e iste i s téz  HG ve zdravý h uňká h 
 Vli  s téz  HG a p olife a i ádo o ý h a zd a ý h u ěk.  
 
3) Po o í a alýz  kli i ký h vzorků stanovit koncentraci 2HG u pacientek s karcinomem 
prsu v oči a sé u a ajít ko ela i ezi hladi a i tohoto eta olitu a stádie  stage  
nemoci.  
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4 Materiál a metody 
4.1 Přístrojové v ave í 
Bloto a í apa atu a: C ite io  Blotte  (Biorad) 
Bo  s la i á í  p oudě í  zdu hu: Faster, safe fast classic, Ferrara 
Bo  s la i á í  p oudě í  zdu hu: MSC advantage, Thermo scientific  
Centrifuga: Hermle Z323K  
Centrifuga: Eppendorf centrifuge 5417R  
Centrifuga a vortex: Combi spin, FVL-2400N 
Centrifuga: 3-18K, Sigma 
CO2 i ku áto : I o a CO-170 New Brunswick Scientific  
Elekt ofo eti ká apa atu a: Hoefe  HE , U“A  
Elekt ofo eti ká apa atu a: Pha atia Biote h  
Fluorolog: RF 5301 PC 
GC pl o ý h o atog af : 6890N, Agilent Technologies 
H ot ost í spekt o et : 5973N, Agilent Technologies 
H po i ká ko o a: Scitive N, Ruskin, Pencoed, Anglie 
La o ato í áh : AG  Mettle  Toledo  
Mikroskop: Leica DMIL LED 
Mixer: Roller Mixer SRT6 
Oxygraf: OROBOROS OXYGRAPH-2K, Oroboros 
pH metr: Orion star 111 
Teplot í i ku áto  s třepačkou: “hel La   
Te olázeň: Jula o “W  
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Vortex: Vibromix Technica  
Zd oj apětí: Enduro 250V, Labnet  
4.2 Tkáňové kultur  
Chemikálie po házel  pře áž ě ze Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Estrogen receptor–
negativ í uňk  p s ího ka i omu, HTB-126 (Hs 578T), e ádo o é HTB-125 (p s í epitel, 
Hs 578Bst), MDA-MB-231 (epiteliál í  uňk  ade okarcinomu, “H“Y Y eu o lasto o é 
uňk , uňk  potka ího i zuli o u IN“ E a uňk  pa k eati kého adenokarcinomu PaTu 
8902 byly zakoupeny z ATCC. Glukózo é ediu  lo přip a e o z glucose-free Dulbecco's 
Modified Eagle Mediu  DMEM, ÚMG, Praha) dopl ě ého o glukózu s ýsled ou 
ko e t a í 25 nebo 5 mM, glutaminem s ýsled ou ko e t a í 4 mM, 10% fetal calf serum 
(FCS,Biochrom, Berlin, Germany), 10 M Hepes,  M p u át, 1.5 g/l NaHCO3, 100 U/ml 
penicillin, 100 U/ml of streptomycin.  
Rako i é uňk  tlustého stře a HCT  a téže uňk  s  knock-i  uta í R C a IDH  
(HTC116 R132C) byly zakoupeny od firmy Horizon Discovery (Cambridge, Anglie). Glukózo é 
medium pro HCT116 lo přip a e o z RPMI-  dopl ě ého o glukózu s ýsled ou 
ko e t a í  mM, glutaminem s ýsled ou ko e t a í  M, % fetal alf se u  FC“, 
Bio h o , Be lín, Ně e ko ,  M Hepes,  M p u át, .  g/l NaHCO3, 100 U/ml 
penicillin, 100 U/ml of streptomycin. “tej é édiu , o oha e é e kaptoetha ole   
µl/l , lo použito p o IN“ E.  
Vše h  u ěč é li ie l  kulti o á  e lhče é  zdu hu s 5% CO2 v i ku áto u s 
°C. Hypoxie p o kulti a i u ěk la dosaže a dík  h po i ké ko oře (Scitive N, Ruskin, 
Pencoed, Anglie) s 5% CO2 a ko t olo a ou s ěsí zdu h/N2 k získá í 5% O2. 
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P o e pe i e t , e kte ý h la testo á a s hop ost f ziologi ké hladi  HG 
sti ulo at p olife a i, la použita sta da d í popsa á édia i pod í k  (normoxie, 
hypoxie). V případě % sé a lo při í há o adek át í ožst í FCS a zbylý o je  l 
dopl ě  odou, a  ýsled á ko e t a e další h ko po e tů odpo ídala sta da d í u 
p otokolu. Ne odifiko a ý, ede i atizo a ý HG l přidá á  pří o do édia 
v požado a é ko e t a i  a  M, přiče ž l ošetře , a  edošlo ke ko ta i a i 
tkáňo é kultu . Koncentrace 2HG v uňká h, a ů e  s hop ost p ostupu přes u ěč ou 
stě u, la o ěře a  sa ot ý h uňká h po o í GC-M“, přiče ž lo zjiště o z ýše í 
pouze e f ziologi ký h i te í h u ěk, ke kte é u došlo apříklad také po sta e í 
u ěk h po ii í e kapitola ýsledk . Tí  páde  la o ěře a i hod ost á i užité 
koncentrace 2HG v édiu, o  opti ál í e t a elulá í hladi .  
O do ě lo postupo á o při pěsto á í u ěk SHSY5Y v h pogl ke i ký h pod í ká h 
M glukóz , ez gluta i u. O ě ko po e t  l  ah aze   édiu odou, po hopitel ě 
s ohlede  a ú ě ý přída ek glukóz . 
4.3 Silencing iso itrátdeh droge áz   & 2 
Silencing IDH2 v HTB-126 byl provede  po o í pLe ti . -V5-DEST vektoru s lože ou 
sile o a í kazetou z pcDNA6.2-GW/EmGFP- iR uží ají í BP/LR Gate a  eak i 
(LifeTechnologies, Carlsbad, CA). Kazeta obsahovala epo te o ý ge  E GFP a sek e i 
specifickou proti antiparalel í u oligo ukleotidu, oz ačo a ou jako i  a i , o ě 
a že é po o í BLOCK-iTRNAi Designer (Life Technologies). DNA lo do u ěk čle ě o 
po o í le ti i ál í t a sduk e (ViraPower Lentivi-ral Expression System, Life Technologies). 
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shRNA lo použito p o sile i g IDH   MDA-MB-  t oře í  pěti shRNA, 
oz ačo a é shA až shE. Hu-SH shRNA e p essi g e to s p oti lidské IDH  (TG312260) byly 
poříze  z OriGene (Rockville, MD).   
“ta il í li ie HTB-126 mi280 a mi308 byla ošetřo á a ud žo á a  selekč í  a ti iotike  
blasticidinem (1 mg/ml; miRNA) a linie MDA-MB-231 byla o li ě a puromycinem (0,5 
mg/ml; shRNA). 
IDH  la sile o á a po o í Silencer Select Pre-designed siRNA (Life Technologies). 
Buňk  HTB-  e o i  a i  u ěč é li ie 6  l  t a sfeko á  s 30 nM siRNA 
e o p o „ o k  egati í ko t olu pouze či idle  Oligo-fectamine reagent (Life 
Technologies) a byly sklizeny 48 hodin po transfekci.  
4.4 Pl ová hro atografie s h ot ost í detek í 
Po o í GC/M“ l  ěře  polá í u ěč é eta olit ; přede ší  ka o lo é k seli  
Krebsova cyklu – jejich koncentrace a inkorporace 13C. Ko e t a e la ěře a p o it át, 
alát, HG, OG, fu a át a laktát. Rete č í čas eta olitů l o ěře  po o í sta da dů 
(Sigma Aldrich), kte é l  zá o eň po o í h ot ost ího detekto u „p oske o á   modu 
SCAN a z elého získa ého spektra p o da ý a al t l á  f ag e t olekul  /z , 
kte ý l dále ěře   ódu “IM sele ted io  o ito i g , čí ž se dosáhlo přes ější h 
ýsledků a ižší eze sta o itel osti. Zá o eň la spekt a p o jed otli é látk  
zko t olo á a v ko e č í  kniho ě spekte  NI“T. “e z alostí spekte  ko e č í h sta da dů, 
a s ete č í  čase  pak e lo  eál é  zo ku p o le ati ké o ěřit ide titu ko k ét ího 
analytu. 
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Princip metody inkorporace 
13C do eta olitů spočí á  jednoduché  e ha is u, kte ý 
eu ožňuje i ko po a i ji a  ež do eta olitů RK. -13C-gluta i  se pře ě í při 
gluta i olýze a -13C- OG, kte ý ůže ýt dále eta olizo á   dopřed é  s ě u a 
sukcinyl-CoA, čí ž dojde k odštěpe í 13CO2 a ásled é zt átě z ačk  z K e so a klu. Dík  
RK šak ůže ýt OG ka o lo á  a pře ě ě  a it át, kte ý ese izotopi k  z ače ý 
uhlík O ázek . Část it átu je dále e po to á a do tosolu, kde je dík  ATP- it át l áze 
pře ě ě  a o ala etát dále pak alát  a a et l-CoA pro t o u lipidů e o dík  
tozoli ké ako itáze pře ě ě  z o u a iso it át a po o í IDH  a OG. OG zá o eň 
v cytozolu i v ito ho d ií h slouží jako p eku zo  p o t o u HG. Ne í ted  ož é a 
ozdíl od -13C- it átu a -13C- alátu  u čit a GC/M“ z jaké eak e -13C- HG po hází.  
Buňk  l  pěsto á  do odhado a é ko flue e  – 90%, zp a idla tři d  od asetí l 
proveden experiment. V de  e pe i e tu lo kulti ač í édiu  ah aze o a  hodi  
édie  s -13C-glutaminem, kte ý l e stej é ko e t a i jako ez ače ý gluta i  
v pů odí  édiu. Poté l  uňk  po o í t psi u sklize , u ěč á suspe ze la stoče a 
a u ěč á peleta byla po odsátí supe ata tu t psi  ředě ý édie  promyta PBS. Takto 
promytá peleta byla oka žitě z aže a v -80°C, kde la usklad ě a do pře ozu a do last í 
a al ti ké fáze příp a  zo ku. 
V případě o li ě í u ěk ěž ě uží a ý i odifikáto  u ěč é espi a e, 
odpřaho ače  FCCP (2-[2-[4-(trifluoromethoxy)fenyl]hydrazinyliden]-propandinitril), 
antibiotikem oligomycinem a pů od í  ostli ý  jede  rotenonem, lo uňká  
ě ě o édiu  dle popsa ého e pe i e tál í s hé atu, ale  i ut před sklíze í  
la do édií přidá a úči á látka. Te to čas l u če  podle pu liko a é ož osti 
p ostupu podo ý h látek přes e á   přisedlý h uňká h (182)  
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V případě užití galaktózo ého édia l  uňk  aset  při pasážo á í pří o do édia 
s galaktózou a pěsto á   hodi . Jelikož uňk  ostl  po aleji, lo ohe  o tíž ější 
odhad out počáteč í hustotu. Pů od ě lo édiu  uňká  ěňo á o d uhý de  od 
asetí, ale ukázalo se, že hla í li  a sp á é přised utí á přede ší  ko e t a e sé a, 
tudíž aši  potře á  – po e hat uňk  o ejdelší do u  agl ke i ké  p ostředí – 
ho o al s sté  pasážo á í pří o do édia s galaktózou, ez glukóz . 
V případě zo ků ěře ý h  odliš ý h ko e t a í h CO2 l  uňk  a  hodi  
pěsto á   odliš é at osféře a do édia lo přidá o Na2HCO3 v ek i ale t í  ožst í, 
tj. pro 1% CO2 pouze /  o je u, z tek l suplo á  odou. pH jed otli ý h édií bylo 
o ěře o digitál í  pH et e   da é  p ostředí před i po e pe i e tu, a  edo házelo 
k ěře í a tefaktů li e  z ě  puf ač í kapa it . 
4.4.1.2 Design e peri e tu pro získá í přes é ko e tra e a al tů 
Meta olit  l  ěře  e zo í h, ke kte ý  e l přidá  z ače ý gluta i . P á ě 
inkorporace 
13C la dů ode , je ž u ěkte ý h eta olitů z e ož il přes ou k a tifika i. 
M ohe  jed odušší lo za ést metodu čistě p o ez ače é a al t . V á i sp á ého 
sta o e í ko e t a e lo uňká   hodi  před e pe i e te  ě ě o édiu  za 
če st é. Dů ode  la zho še á ep oduko atel ost ýsledků, pokud tak e lo uči ě o. 
Te to je  l opako a ě pozo o á  a p a děpodo ě ho způso o alo s íže í ko e t a e 
ži i  po tříde í i ku a i, ož o li ilo i ko e t a i sledo a ý h a al tů a po ě  
jed otli ý h a aple oti ký h d ah. V de  e pe i e tu l  uňk  po o í t psi u sklize , 
u ěč á suspe ze la stoče a a u ěč á peleta byla po odsátí supe ata tu p o ta PBS, 
v té že oztoku esuspe do á a a v u ěč é suspe zi l  spočítá  uňk . ) o u stoče á 
peleta byla oka žitě z aže a v - °C, kde byla usklad ě a do pře ozu a do last í 
a al ti ké fáze zp a o á í vzorku. 
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4.4.2 A al ti ká fáze získá í eta olitů 
Bu ěč é eta olit  l  získá á  odifiko a ou Fol ho ou e t ak í z in vitro 
pěsto a ý h tkáňo ý h kultu  i o gá ů j utý h z pokus ý h potka ů.  
Z o gá ů l  ještě e z zlé  sta u odk oje  kousk , z áže  a u hle ě 
ho oge izo á   etha olu a až po ho oge iza i la přidá a e stej é  o je u oda. 
Bu ěč á peleta z in vitro experimentu byla pří o l zo á a s ěsí etha ol/ oda / ). 
K zo ků   polá í fázi l přidá  hlo ofo  a k z iklé s ěsi 
(methanol/ oda/ hlo ofo  = / /  la přidá a EDTA ýsled á =  µM  p o lepší fázo é 
ozděle í polá í h a epolá í h ko po e t a p e ipita i p otei ů a fázo é  ozh a í. 
Vzo k  l  důklad ě p o í há , p otřepá  a z o te o á  a ásled ě e t ifugo á  
při 1000 x g po dobu 10 minut.  
Po stoče í la ho í polá í fáze odděle a a l ofilizo á a do úpl ého odpaře í – 
v zá islosti a o je u a  – 12 hodin.  
Při ěře í ko e t a e eta olitů l k u ěč é peletě nebo k vzorku tká ě přidá  před 
příp a ou šťa elan sod ý jako itř í sta da d.  
4.4.3  GC-MS ěře í 
L ofilizo a é zo k  l  de i atizo á   i ut při °C s ěsí p idi /N,O-
bis(trimethyl)silyl acetamid/chlorotrimetylsilanu v po ě u 10/ / . De i atizač í s ěs se 
zo ke  la astřiko á a pří o do pl o ého h o atog afu N Agile t Te h ologies, 
USA) s M“ detek í N Agile t Te h ologies, U“A . V o ěře ý h spekt e h eta olitů 
l  á  spe ifi ké io t  p o “IM detek i sele ted io  o ito i g : itř í sta da d /z 
, it át /z , alát /z , HG /z , OG /z , laktát /z , fu a át /z 
. P o “IM izotopi k  z ače ý h eta olitů l z ole  io t /z M+ .  
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4.4.4 Posta al ti ká fáze – v hod o e í výsledků 
Výsledk  l  hod o e  a základě íže u ede ý h ýpočtů. 
4.4.4.1 Výpočet relativ í i korpora e C 
Mí a i ko po a e MI  la počítá a jako p o e tuál í zastoupe í eta olitu 
s olekulá í h ot ostí o jed u ětší M+ . P o e ta la spočítá a z plo h píků p o 
metabolity s i ko po a í M+  a ez i ko po a e M a. .  
a. �� = �+1�+ �+1  
P o sta o e í i ko po a e lo o še  důležité sta o it pozadí, kte é jadřuje 
p a děpodo ost s jakou se io t M+  ude při oze ě sk to at, p otože i sa ot é zo k  
bez 1-
13
C-glutaminu ají při oze ě zastoupe é izotop  M+ , tudíž sa ot á MI ez ko ek e 
pozadí e á skuteč ou ýpo ěd í hod otu. Pozadí lo spočítá o p o jed otli é 
olekulá í f ag e t  io t , kte é l  ěře   SIM modu na GC/MS a ásled ě o ěře  
e pe i e tál ě.  
Pro měře í RK l z ole  io  it átu /z  (Obrázek ), alátu  (Obrázek ) a 2HG 
349 (Obrázek ).  
 
O rázek 7 Molekula it átu po de i atiza i t i eth lsil lač í s ěsí. Če ve é čá  az ačují ísta, kte á se 
s ej ětší p a děpodo ostí odštěpí při io iza i M“ 
 
Io t it átu á po odštěpe í f ag e tů atomy v ožst í 11xC, 2xSi, 4xO a 22xH.  
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Výpočet pozadí P  l p o ede  dle p ů ě ého, z á ého, p o e tuál ího ýsk tu M+  
izotopů p o jed otli é ato  (i), kte ý l áso e ý jeji h ožst í X (b.). 
b. � = ∑%� . �� 
Po dosaze í dat , % 13C; 4,67% 29Si; 0,015% 2D; 0,039% 17O  do o i e získá e ztah 
p o it át: 
      ���� á� = , %. + , %. + , %. + , 9%.  
     ���� á� = ,9 % 
Další olekulou je alát , ož je olekulá í iont bez jednoho methylu (Obrázek ) se 
su á í  vzorcem C12H27O5Si3 a P=27,81%. 
 
O rázek 8 Molekula alátu po de i atiza i t i eth lsil lač í s ěsí. P o M“ detek i je použit f ag e t 
post ádají í eth lo ou skupinu. 
 
“tej ě jako io t alátu, je i io t HG  f ag e t, kte ý post ádá jed u eth lo ou 
skupinu (Obrázek . Jeho st uktu í zo e  je C13H29O5Si3 a P=28,94%. 
 
O rázek 9 Molekula HG po de i atiza i t eth lsil lač í s ěsí. P o M“ detek i je použit f ag e t 
post ádají í eth lo ou skupi u. 
 
Výpočet pozadí u še h olekul l odliš ý ež e pe i e tál í ýsledek. Hod ota 
z ěře á a GC/M“ se lišila zhruba o 2,5 až  jed otek %, ož odpo ídalo % z elko é 
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teoreticky vypočíta é hod ot , přiče ž skuteč á, a ěře á hod ota la žd  ižší. Tento 
jev je s ej ětší p a děpodo ostí způso e  sa ot ou p a děpodo ostí, s jakou se 
sk tují M+  a M+  olekul  e s ěsi. Teo eti ký ýpočet ezohledňuje ož ost, že jedna 
molekula může obsahovat dva atomy A+1. V to  případě  pak da á olekula ěla M+ , 
ož dík  aše u asta e í “IM odu na GC-MS ejs e s hop i deteko at. P o e tuál ě se 
á  ted  s ižuje zastoupe í olekul pouze s jed í  izotope  dík  ož ý  pe uta í  e 
ýsk tu izotopů. P o e to takto spá o a ý h ato ů M+  a í e  si e e í soké, ale 
zá o eň při takto elký h olekulá h e í a i za ed atel é. Na í  te to ýpočet je hod ý 
pouze p o alé olekul  a p o olekul  ohe  ětší ý ají užit  ko ple ější 
ate ati ké odel , zah ují í sofistiko a ější zo e p o ýpočet dist i u e izotopů (183). 
Ve šech experimentech se z ače ý  glutaminem byly proto ěře  ko t ol í zo k , ke 
kte ý  e l přidá  izotopi k  z ače ý gluta i . E pe i e tál ě o ěře é hod ot  P l  
použit  p o ýpočet i ko po a e (Pexp). Nut o podotk out, že e pe i e tál ě zjiště é 
pozadí si e e lo přes ě shod é s teo eti ký , ale pokaždé kazo alo stej é hod ot , 
sa ozřej ě s ohledem na h  při odečítá í píků  ůz ý h e pe i e te h. Teo eti ké 
hod ot  sloužil  p o ko t olu sp á osti ěře í. 
Výpočet í  i ko po a e s ko ek í e pe i e tál ě zjiště ého pozadí b l ásledo ý: 
c. ��� = �� − ��  
MIkor je skuteč á i ko po a e po odečte í e pe i et ál ě zjiště ého pozadí pří od ě 
zastoupe ý h 13C molekul.  
V případě, že ho  odečítali teo eti ké hod ot  P, ášeli ho  si s ste ati k  
h u a s ižo ali í u i ko po a e. 
MI je a ěře á i ko po a e čet ě pří od ě zastoupe ý h 13C molekul 
Pexp je e pe i e tál ě zjiště é pozadí e zo í h ez použítí 13C-glutaminu 
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4.4.4.2 Výpočet ko e tra e eta olitů u e peri e tů ez přidá í 
z ače ého gluta i u 
)ásad í p o k a tifika i se ukázalo použití itř ího sta da du. Dík  esta ilitě 
de i atizač ího či idla a jeho á h l osti a půso e í zduš é vlhkosti do házelo i ěhe  
ěře í k částeč é deg ada i zo ku, p oto lo ut é ztaho at plo h  píků eta olitů 
k ějaké st uktu ě podo é lát e, kte á kazuje podo ý ete č í čas, ale e sk tuje se 
při oze ě  uňká h.  E pe i e tál í  o ěře í  la p o te to účel z ole a k seli a 
šťa elo á, jejíž ožst í je  tká í h  á i šu u za ed atel é e lo ji ož é sta o it 
ani k alitati ě , a a í  je po přidá í s ad o deteko atel á a elati ě sta il í. Z fi a č í h 
dů odů e lo ož é použít izotop  z ače é sta da d .  
V odhado a é  oz ezí ko e t a e eta olitů l  z ěře  kali ač í pří k . Přes á 
ko e t a e u eál ý h zo ků pak la ještě přepočítá a a počet u ěk. 
Přes á ko e t a e la počítá a ze s ě i e kali ač í pří k , přiče ž a osu y byl 
v áše  po ěr Ai/As, kde Ai je plo ha píku a al tu a As plo ha píku itř ího sta da du 
šťa ela u. Osa x pak popisuje z á ou koncentraci standardu analytu cas. Na základě 
předpokladu ož é interpolace a extrapolace mohla ýt spočítá a přes á ko e t a e 
analytu p o ko k ét í po ě  Ai/As. Výsled á hod ota la ještě přepočte a a počet 
u ěk. )e ztahu = �. + �, kde k je s ě i e pří k  a q posu utí po ose , la 
počte a s ě i e jako: 
a. � = −  
Přiče ž platí, že q = 0, kd ž cas (Aas) nebo koncentrace analytu ci (Ai) = 0. 
Lze tedy odvodit vztah pro k, přiče ž po dosaze í získá e tuto o i i: 
b. � = ������� 
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Po takto z ěře é a počíta é s ě i i pro jed otli é sta da d  a al tů ohla ýt 
počítá a ko e t a e a al tu ci v eál ý h zo í h. 
 
 
c. �� = ������  
xcell zde předsta uje ožst í u ěk. Výsled á ko e t a e a al tu e zo ku pak la 
jádře a  ol/ ilio  u ěk. 
V ádo o ý h uňká h l  ěře  eta olit  K e so a klu it át, alát, fu a át, 
OG , čet ě HG a laktátu.  
4.5 Izola e orgá ů z potka ů 
Potkani byli usmrceni a z jeji h těl l  u hle ě j ut  potře é o gá  či ji é tká ě, 
kte é l  oka žitě z aže   tekuté  dusíku, a  došlo k i i ál í u posu u  hladi ě 
jed otli ý h eta olitů. Po úpl é  za aze í l  o gá  přesu ut  do azáku - °C, kde 
l  usklad ě  do a al ti ké příp a .  
S potka  lo za háze o  souladu s plat ý  záko e  a o h a u z ířat p oti tý á í.  
V případě izola e hepato tů l  dod že  še h  zásad  záko a a o h a u z ířat 
p oti tý á í. 
Potka í hepato t  l  izolo á   la o atoři MUD . Nikoli  Kuti o é-Ca o é, Ph.D. ve 
Fa akologi ké  ústa u . LF UK podle sta da d ího p otokolu s použití  kolage áz  
zajišťují  ozpad jate ího poji a.  Izolo a é uňk  l  ásled ě za aže  e Willia so ě 
édiu o sahují í  M gluta i , , % i suli  a % FC“. V případě, že l  hepato t  
kulti o á   hodi  a Pet iho iská h, l  pře eze  a ledu a  ístě pokusu l  
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nasety v ožst í  il/  2 isku a pěsto á   DMEM  M glukózo é  édiu. Misk  
p o asetí u ěk l  kolage o á  ko e č í  oztoke  kolage u I “ig a Ald i h .  
Fibroblasty byly izolo á  z potka í kůže u ha  a kulti o á   již popsa é  DMEM M 
Gl  édiu. Nejp e l uš í lalůček oplá h ut  etha olu a e ste il í  PB“, poté l po o í 
ůžek ozstříhá  a o ej e ší kousk , kte é l  ásled ě a Pet iho is e kulti o á  do 
do , ež jed otli é uš í fi o last  epřisedl  a isku. Poté l  odst a ě  z tk  kůže a 
uňk  l  přepsážo á  do čisté Pet iho isk . Násled ě la tkáňo á kultu a sta da d ě 
pasážo á a. 
V p á i js e po o á ali izolo a é fi o last : sta é a ladé. Lišil  se  počtu pasáží – 
ladé fi o last  l  ěře  do . pasáže, zatí o sta é fi o last  l  pěsto á  í e 
ež  pasáží. 
4.6 Získá í a zpra ová í krve a oči pa ie tek s karcinomem prsu a 
zdravý h ko trol 
Výzku  p o íhá e spolup á i s O kologi kou kli ikou VFN a od ě  zo ků je s h ále  
eti kou ko isí. “a ot ý od ě  s ážli é k e a oči p o íhá pří o a O kologi ké kli i e, e 
spolup á i s do . MUD . Pet ou Tesařo ou, C“ . 
Moč je h ed po od ě u za aže a  -  °C. 
K e  je po odstá í stoče a při  RPM po do u  i . “é u  je odpipeto á o a 
o ěž za aže o   -  °C.  
V aše  případě, kd  ěří e HG jako ukazatel solid ího tu o u e í do é ěřit elou 
es ážli ou k e , e oť sig ál a al tu ůže ýt  to to případě o li ě  sa ot ý  
slože í  k e, kde apříklad ílé k i k  dík  t pi ké euka oti ké sta ě ohou 
p oduko at HG a ud žo at si jeho i t a elulá í ko e t a i, kte á  ýsled ě o li ila i 
áš sig ál. )e stej ého dů odu je ut é k e  zp a o at dří  ež dojde k he olýze.  
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) á é oz aze é ožst í sé a a oči  µl a zo ek  je dále přip a o á o podo ě 
jako u ěč ý pelet při ěře í ko e t a e eta olitů, ted  Fol ho ou e t ak í, s tí  
ozdíle , že k o ě a fluid í  zo kům je přidá o alé ožst í NaCl <10 mg) pro lepší 
p e ipita i p otei ů e od é fázi a jeji h ásled é usaze í  ezifázi etha ol-voda/CHCl3. 
Dále je od á fáze odpipeto á a, l ofilizo á a a zp a o á a stej ě jako ostat í iologi ké 
vzorky. 
Před sa ot ou studií la p o ede a studie sta ilit  a al tu – HG. Ukázalo se, že HG je 
elati ě sta il í a  sa ot ý h zo í h edo hází k jeho degradaci ani po 
ohahodi o é  stá í  pokojo é teplotě.  
4.7 A alýza Wester  Blot 
Buňk  l  trypsinem sklizeny z po hu kulti ač í lah e, ke z iklé suspe zi lo přidá o 
édiu  a zo ek l stoče  při 300 x g/  i ut. “upe ata t l odsá  a peleta promyta 1,5 
l PB“. Tato suspe ze la přepipeto á a do mikrozkumavky a opět stoče a 300 x g/5 
minut. PBS bylo odsá o a peleta l zo á a/ esuspe do á a adek át í  ožst í  l zač ího 
pufru tak, aby se koncentrace proteinu v ásled é  l zátu poh o ala ezi -4 mg/ml. Po 
 i  l za i a ledu l  zo k  stoče   x g/  i ut a supe ata t l odpipeto á  
p o další postup. 
P otei  l ěře  podle sta da d ího postupu p o „Pie e BCA assa .  
Vzo ek l přip a e  tak, a  lo e še h ja ká h elekt ofo eti kého gelu stej é 
ožst í p otei u. Před dá ko á í  a gel lo počíta é ožst í l zátu s í há o 
s vzorkovým pufrem na SDS-PAGE s merkaptoethanolem (9:1), a s vodou. Na í ha á s ěs 
la po aře a 10 minut v 90°C. V každém vzorku bylo naneseno 20 µg elko ého p otei u a 
10% SDS-PAGE a pře loto á o a PVDF e á u (75 minut/0,3mA). 
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 IDH  la deteko á a p i á í p otilátkou i utou  ši o ko e t a i  µg/ l 
(Abcam). Jako seku dá í p otilátka la užita a ti ší (Abcam). P o olá í l užit 
olá a í he ilu i is e č í roztok Luminata Forte Western (Merck).  
4.8 Průtoková to etrie (FACS) 
FACS (BD LSR II s HTS) l použit p o ěře í pří ůstku p oduk e supe o idu  ži ý h 
uňká h  časo é  i te alu po o í fluo es e č í a  Mito“OX Life Technologies) a pro 
ěře í u ěč ého klu.  
4.8.1 Bu ěč ý klus 
Bu ěč ý klus l ěře  po o í o a e í u ěk jade ý  tofluo es e č í  
propidium iodidem (Life Technologies). P o toto ěře í lo důležité, a  uňk  a iská h 
e l  pře ostlé, jelikož by to ohlo o li it í u p olife a e, a tí  páde  záje é 
po o á á í zo ků. O e ě se totiž á za to, že uňk , kte é dosahují té ěř % 
ko flue e, ohou dík  i te elulá í ko u ika i o ezit í u p olife a e a zpo alit 
metabolismus. Odhado a á ko flue e u ěk se proto obvykle pohybovala mezi 50 – 70%. 
V házeli js e z publiko a ý h etod (184, 185) a z protokolu od Life Technologies 
(O ázek 10). 
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O rázek 10 E itační a e is í spekt u  p opidiu  iodidu E ./E .: / . Pře zato z Termofisher.com3 
 
Buňk  l  pěsto á   hodi   pod í ká h ez se a ± HG, ko t ol í uňk  byly 
pěsto á  s o alizo a ou hladi ou sé a, a také v hypoxii.  
Buňk  l  sklize  t psi e , peleta byla promyta PB“, esuspe do á a a uňk  
spočítá y. Poté l ozděle  do zku a ek po ,  ilio u u ěk. “uspe ze la stoče a (300 
 g, i  a PB“ lo odsáto. Pelety se stej ý  počte  u ěk l  fi o á  hlaze ý  
% etha ole , kte ý l postup ě přikapá á  za stálého o te o á í. Etha oli ká suspe ze 
la po e há a  led i i po do u i i ál ě  hodi , poté l  uňk  stoče    g,  
i  a etha ol l opat ě odsá . Nako e  l  zafi o a é pelet  p o t   l PB“, z o u 
stoče  PB“ lo odst a ě o  a esuspe do á    µl PB“ o sahují í  RNAsu A o 
ko e t a i  µg/ l eli i a e pozadí způso e ého ežádou í RNA . )a pokojo é teplot  
la suspe ze i ku o á a i i ál ě  i ut a nakonec byl pří o k suspenzi přidá  
propidium iodid o ýsled é ko e t a i  µg/ l.  
                                                     
3
 https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/P1304MP 
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Takto o li ě é zo k  l  p akti k  oka žitě ěře  a FAC“, kde lo p o každý 
zo ek as í á o  událostí a po o í p og a u Flo Jo lo hod o e o p o e tuál í 
zastoupe í G /G , “ a G  fáze. 
4.8.2 Měře í produk e supero idu 
“upe o id l ěře  a základě odifiko a ého p otokolu od společ osti Life 
Te h ologies, ol ě přístup ého u požado a ého p oduktu – MitoSOX O ázek . 
 
 
O rázek 11 E itačí a e is í spekt u  Mito“OX E ./E .: / . Pře zato z termofisher.com4 
 
Ko t ol í uňk  l  pěsto á  do % ko flue e 50 hodin v da ý h pod í ká h: 
v h pogl ké ii M Gl , ez gluta i u. K další skupi ě l do stej ého édia přidá  M 
HG a  a  hodi . T to pod í k  l  z ole  s ohledem na charakter 2HG a 
metabolismus 2HG, to z a e á, s ohlede  a ož ost z iku HG pří o z glutaminu byl 
gluta i  eli i o á , a h pogl ké ie la z ole a za účele  p ohlou e í o idati í 
fosforylace. 
                                                     
4
 https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/M36008 
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Napěsto a é uňk  l  těs ě před ěře í  sklize  po o í t psi u, esuspe do á  
v 1 l ůsto ého édia, přepipeto á  do e t ifugač í zku a k  Fal o , do kte é l 
posléze přidá  µl ozpuště é a  Mito“OX o ko e t a i  µM. Výsled á ko e t a e 
MitoSOXu v édiu la ted  při liž ě  M. Bu ěč á suspe ze la po e há a  i ut 
v i ku áto u při °C, poté la stoče a při   g,  i ut podle potře  u ěk  a 
sa ot é édiu  s a ou lo odsá o. Pelet l z o u esuspe do á   PBS a 
přepipeto á  do ěří í zku a k  ko pati il í s FAC“.  
“a ot é ěře í lo p o ádě o  eži u ti elaps, kde lo každou i utu as í á o 
 událostí, jeji hž p ů ěr á fluo es e e la áše a a časo ou osu.  
V hod o e í za islosti produkce superoxidu v čase lo p o ede o  programu Microsoft 
Excel, kde byla z pří k  zá islosti počte a s ě i e, jejíž st ost odpo ídala p oduk i 
superoxidu.  
4.9 Metoda pro sta ove í ír  prolifera e po o í 
bromodeoxyuridinu 
Výhoda této etod , a ozdíl od u ěč ého klu, je   jas é i te p eta i ýsledků, kte é 
připouští i i ál í spekula e. Zá o eň dík  i ko po a i -bromo- ´-deoxyuridinu do DNA 
ůže e jed oz ač ě ří t, kolik u ěk, espekti e u ěč é DNA se za da ý časo ý úsek 
replikovalo.  
Buňk  (potka í fi o last , eu o lasto  “H“Y Y  byly pěsto á  a -ja ko ý h 
Pet iho iská h do ko flue e  - 80% v popsa ý h pod í ká h p o ýzku  z ě  
proliferace po o li ě í HG % FT“ ± HG, h po ie, o o ie . Násled ě ji  lo 
ě ě o édiu  za če st é s přída ke   µM -bromo- ´-deoxyuridinu (Roche; BrDU) a 
uňk  l  i ku o á  , respektive  hodi .  Po i ku a i l  p o t  PB“ a fi o á  
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k selý  etha ole  o pH   - °C i i ál ě  i ut, ásled ě po odsá í etha olu 
promyty 3   i ut PB“. Fi a e a ásled á eh d ata e u ěk způso il  jeji h ho ší 
přil a ost k ja ká , p oto lo ez t é při další  postupu či p o ý á í šet é za háze í.  
Po p o tí PB“ l  uňk  i ku o á   i ut s p i á í p otilátkou p oti B DU (Cell 
proliferation kit, Roche). Anti-B DU la ta p o ý a í  puf e  , % T ito -X-100, 
0,05% Tween 20 a 0,1 M glycin v PBS; Sigma-Aldrich , zo k  l  i ku o á  se seku dá í 
p otilátkou „a ti- ouse  a e ou s Alexa Fluor 488 (Sigma-Aldrich) 60 minut, a opět  
p o t  PB“. Vzo k  těs ě před ěře í  l  ještě o a e  Hoe hst  Mole ula  
P o es , kte ý o a il še h a jád a.  
Vzo k  l  a al zo á  a fluo es e č í  ik oskopu, kde l  při  nm zobrazeny 
jád a ozděle ý h u ěk, ted  jád a s inkorporovanou BrDU. Mí a p olife a e pak la 
počítá a jako p o e tuál í zastoupe í B DU poziti í h jade  s. počet še h jade , kte á 
la zo aze a při   dík  Hoe hst. Počet jade   da ý h l o ý h délká h l 
počítá   programu ImageJ. 
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5 Výsledky  
5.1 Buňk  prs ího kar i o u  
Pro pot ze í akti it  RK  ádo o ý h uňká h l  z ole  uňk  lidského 
adenokarcinomu prsu HTB-126 a MDA-MB-231, p otože a to to u ěč é  odelu e la 
RK dosud p okázá a. Buňk  l  o li ě  a ěkolika ú o í h: ko e t a í k slíku lo 
použito % O2, tedy sla á hypoxie (HPX)), slože í  édia ko e t a í glukóz , Gl  a a 
olekulá í ú o i  sile i gem IDH2 a IDH1.  
5.1.1 Citrát a alát jako arker reduktiv í kar o la e 
Jako a ke  RK l  z ole  it át a alát v ko i a i se spe ifi ký  eta oli ký  
z ače í  a že ý  p o p okázá í jak í  RK, tak gluta i olýz  iz. Kapitola 3.3.1) jako 
ýz a é eta oli ké d áh . B la ěře a i ko po a e 13C z izotopi k  z ače ého 
glutaminu (Gln) do it átu a alátu, eta olitů K e so a klu. “oučas ě s tí  la 
zkou á a d áha s téz  HG. 
5.1.1.1 HTB-126 
U it átu došlo k inkorporaci 13C z Gln p ostřed i t í  RK  NMX i HPX, a v o ou použitý h 
ko e t a í h glukóz  Glc). V h po i ké  p ostředí došlo k statisti k  sig ifika t í u 
zvýše í i ko po a e u ko t ol í h u ěk i u ěk se sile i ge  IDH  (mi280, mi308) pro 5 
mM Glc (p<0,001), a u ko t ol í h u ěk a i   25 mM Glc ( p<0,05), a dále i u mi308 
(p<0,001).  
Ro ěž došlo k  poklesu  inkorpo a e u sta il í h li ií se silencingem IDH2 (mi280, mi308) 
v NMX i HPX, o še   ůz é íře  použité  a  M Gl .  V 5 mM Glc došlo ke statisti k  
sig ifika t í u poklesu  NMX i v HPX (p<0,05 pro mi280 i mi308). V 25 mM Glc došlo 
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v NMX k sig ifika t í u poklesu u i  (p<0,05) i mi308 (p<0,001 , ke stej é u je u došlo 
i v HPX (p<0,05 pro inkorporaci u mi280 a mi308 , O ázek ).  
Z o ázku 12 je zá o eň pat á z ýše á azál í i ko po a e   M Gl  édiu  NMX 
oproti 5 mM Glc NMX, neplatí šak p o HPX. 
 
  
O rázek 12 Mí a i ko po a e jádře á jako % 13C- it átu  ko t ol í h CTRL  uňká h a  sta il í h li ií h se 
silencingem IDH2 (miI280 & i , použité ůsto é édiu   M glukóza Gl  a  M glukóza  normoxii 
(NMX) a hypoxii (HPX), NMX vs. HPX *-  p<0,05, # - p<0,001; ctrl vs. mi280 nebo mi308 * - p<0,05, # -  p<0,001.   
 
U alátu, stej ě jako u it átu, došlo k inkorporaci 13C p ostřed i t í  RK  NMX i HPX, 
v o ou použitý h ko e t a í h Gl .  
V HPX p ostředí došlo k statisti k  sig ifika t í u z ýše í i ko po a e u ko t ol í h 
u ěk v 5 mM (p<0,05) i 25 mM Glc (p<0,001), ale u u ěk se sile i ge  IDH  i , 
mi308) pouze v 25 mM Glc (p<0,001, O ázek ). RK v uňká h mi280 a mi308 pěsto a ý h 
v 5 mM Glc nebyla vlivem HPX sig ifika t ě z ýše á, a doko e u i  a i  la í ě 
s íže a. 
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V o ou použitý h ko e t a í h glukózy (v 25 mM i 5 mM Glc) došlo, e s o á í 
s odpo ídají í i ko t ol í i li ie i, k sig ifika t í u poklesu (p<0,05) v inkorporaci 13C u 
sta il í h li ií h (mi280, mi308), a to v NMX i HPX.  
Z o ázku 3 je zá o eň pat á z ýše á azál í i ko po a e  5 mM Gl  édiu  NMX 
oproti 25 mM Glc NMX, to šak eplatí v HPX, a í  se jed á o opač ou eak i ež u ěře í 
inkorporace do it átu.  
 
O rázek 13 Mí a i ko po a e jádře á jako % 13C- alátu  ko t ol í h CTRL  uňká h a  sta il í h li ií h se 
silencingem IDH2 (miI280 & i , použité ůsto é édiu   M glukóza Gl  a  M glukóza  normoxii 
(NMX) a hypoxii (HPX), NMX vs. HPX *-  p<0,05, # - p<0,001; ctrl vs. mi280 nebo mi308 * - p<0,05, # -  p<0,001.   
 
5.1.1.2 MDA-MB-231 
Na o ázku 4 je jádře a í a RK jako % 13C-Cit átu  uňká h se sile i ge  IDH  a 
v uňká h s áhod ou sek e í RNA “CR  NMX slouží í h jako ko t ol í e pe i e t . 
Z o ázku je pat é sig ifika t í s íže í i ko po a e u u ěk shIDH   5 (p<0,001) i 25 mM 
Glc (p< ,  édiu. Jed á se ted  o podo ý efekt jako u sta il í h HTB-  li ií se 
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
CTRL mi280 mi308
%
 1
3
C
-
al
át
u 
Inkorporace 13C do alátu v  a M Gl  a při or o ii 
i hypoxii, HTB-126 
25 mM NMX
25 mM HPX
5 mM NMX
5 mM HPX
# 
* 
* * 
# # 
71 
 
silencingem IDH2, ale na ozdíl od HTB-  edošlo k sig ifika t í z ě ě i ko po a e vlivem 
použitého édia, ted  při pěsto á í u ěk   či  M Gl .  
Z o ázku je zá o eň pat é sig ifika t í s íže í i ko po a e do 13C-Malátu u u ěk 
shIDH2 v 5 (p<0,001) i 25 mM Glc (p< ,  édiu. Na ozdíl od HTB-  zde o ěž edošlo 
k sig ifika t í z ě ě i ko po a e při pěsto á í u ěk   či  M Gl . 
  
O rázek 14 Inkorporace 13C do eta olitů: procentuál í zastoupe í 13C- it átu (A) a 13C- alátu (B) v elko é  
metabolitu v uňká h MDA-MB-231 s áhod ou sek e í shRNA pro IDH2 “CR  a se sek e í shRNA 
ko ple e tá í k IDH2 (shIDH2) v  M glukóze  M a  M glukóze  M ,  normoxii (NMX). # 
jadřuje statisti k  sig ifika t í ýsledek s p<0,001 a * p<0,05.  
 
V li ií h HTB-126 a MDA-MB-  je jádře a i ko po a e  % z ače ého eta olitu, 
ted  ez ohledu a totál í ožst í lze po o at í u RK za e pe i e tál ě ide ti ký h 
pod í ek. Celko ě lze o i ko po a i  uňká h MDA-MB-  ří t, že je ižší ež  uňká h 
HTB-126 O ázk   a  vs. O ázek 14)  
 
V ta ul e  jsou u ede é ko e t a e u ěč ý h eta olitů  linii HTB-126 za 
o o i ký h pod í ek,  použité   a  M glukózo é  édiu. Z ýsledků je pat é, že 
v h pe gl ke i ký h pod í ká h do hází k sig ifika t í u á ůstu ko e t a e OG a HG 
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a k sig ifika t í u poklesu ko e t a e it átu. Laktát l z ýše  je  í ě, zatí o alát 
takřka ů e . 
Ko e tra e eta olitů v  
ng.10
-6
 u ěk 
2HG* 
 
2OG* 
 
LAC 
 
CIT* 
 
MAL 
 
5mM Glc P ů ě  413,87 41,27 68242,07 66,74 116,28 
 
SD 18,31 3,87 7360,29 6,08 5,34 
25mM Glc P ů ě  500,02 95,58 77286,25 43,80 121,73 
 
SD 5,16 6,03 8655,78 0,35 4,02 
Tabulka 1 P ů ě é hod ot  p ů ě  ko e t a e v normoxii a její s ě odat é od h lk  “D  -
h d o gluta átu 2HG), 2-o ogluta átu 2OG , laktátu LAC , it átu CIT  a alátu MAL   ng.10-6 u ěk. 
Použité édiu   M glukóza M Gl  a  M glukóza M Gl . * oz ačuje statisti k  sig ifika t í 
ozdíl s p< ,  ezi  a  M glukózo ý  édie . 
5.1.2 S téza -h dro glutarátu 
Tvorba 2HG v HTB  p ostřed i t í  gluta i olýz  la ěře a stej ě jako í a RK. 
Jelikož se jed á o jed odu hou h d oge aci 2OG, izotopo á z ačka by se tedy nikde e ěla 
zt á et.  
Na o ázku  je pat á i ko po a e, espektive procento 13C- HG, kte é z iká  NMX i 
HPX dík  gluta i olýze a ásled é s téze HG. Je zřej é, že   M Gl  do hází k sil ější 
inkorporaci oproti 25 mM Glc u CTRL (p< ,  i u u ěk se sile i ge  IDH  esig ifika t í 
(n.s.)), a d uhou st a u edošlo  tě hto édií h k ýz a é u z ýše í i ko po a e V HPX 
doko e došlo při po o á í h po i ké odpo ědi s normoxickou k esig ifika t í u poklesu 
u li ií mi280 a mi308. 
Z o ázku 5 také plý á, že a % HG po hází z gluta i olýz  u ko t ol í h HTB-126 
u ěk v 25 mM Glc a u 5 M Gl  je s téza z Gln z 60%, a podo ě jako u it átu a alátu, i 
zde do hází k sig ifika t í u s íže í i ko po a e po sile i gu IDH  (v 25 i 5 mM Glc, 
p<0,05).  
73 
 
Zaji a é tedy je, že se á  epodařilo pot dit z ýše í i ko po a e  p ostředí h po ie, 
a ozdíl od případu RK, ož dokládá i o ázek 6, kde je zobrazeno a solut í ožst í HG. 
)dá se ted , že fo a e HG e í a ozdíl od RK zdaleka tolik zá islá a u ěč é espi a i a 
koncentraci O2. 
 
 
O rázek 15 Mí a i ko po a e jádře á jako % 13C-2HG v ko t ol í h CTRL  uňká h a  sta il í h li ií h se 
sile i ge  IDH  iI  & i , použité ůsto é édiu   M glukóza Gl  a  M glukóza  normoxii 
(NMX) a hypoxii (HPX, sloupce s řížkou , NMX vs. HPX *-  p<0,05, # - p<0,001; ctrl vs. mi280 nebo mi308 * - 
p<0,05, # -  p<0,001.   
 
Na o ázku 6 je ožst í HG  pmol/106 ži ý h u ěk  normoxii, hypoxii a v 5 a 25 
M Gl  édiu  uňká h HTB-126. V o o ii došlo k sig ifika t í u poklesu ožst í HG 
v  M Gl  u u ěk se sile i ge  IDH  p<0,05), v  M Gl  l efekt podo ý, ačkoli  u 
li ie i  edošlo k signifikant í u poklesu, za to u i  a o, a to s hodnotou p<0,001. 
V h po ii edošlo k sig ifika t í u s íže í po sile i gu IDH2, za to došlo u še h li ií 
k ýz a é u poklesu ko e t a e za tě hto pod í ek  5 mM Glc. “ig ifika t í s íže í 
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ola é h po ií bylo patrné v édiu s 25 mM Glc je  u ko t ol í h u ěk s hodnotou 
p<0,05. 
 
O rázek 16 Koncentrace 2HG [p ol/ ilio  u ěk] u ěk (CTRL) a u ěk sta il í h li ií se sile i ge  IDH  
(miI280 & i , použité ůsto é édiu   M glukóza 25mM - vpravo  a  M glukóza 5mM - vlevo) 
v normoxii (NMX ) a hypoxii (HPX ), NMX vs. HPX *-  p<0,05, # - p<0,001; ctrl vs. mi280 nebo mi308 * - p<0,05, 
# -  p<0,001.   
 
Na o ázku 7 jsou jádře a % 13C-2HG v uňká h MDA-MB-231 se silencingem IDH2 a 
v uňká h s áhod ou sek e í RNA “CR  NMX. ) o ázku je pat é sig ifika t í s íže í 
i ko po a e u u ěk shIDH   5 (p<0,001) i 25 mM Glc (p< ,  édiu. Na ozdíl od HTB-126 
edošlo k sig ifika t í z ě ě i ko po a e při pěsto á í u ěk   či  M Gl .  
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O rázek 17 Procenta 13C-2HG v elko é  eta olitu  uňká h MDA-MB-231 s áhod ou sek e í shRNA p o 
IDH  “CR  a se sek e í shRNA ko ple e tá í k IDH2 (shIDH2) v 5 mM glukóze  M) a  M glukóze  
mM), v o o ii NMX . # jadřuje statisti k  sig ifika t í ýsledek s p<0,001 a * p<0,05. 
 
Na o ázku 8 jsou zobrazeny ýsledk  a alýz  po o í etod  Weste  lot, kte é 
eflektují ko e t a i IDH   uňká h HTB  a MDA-MB-  po sile i gu IDH . ) po ě  
IDH /β-a ti  je pat á ižší ko e t a e IDH  u i  a i , přiče ž k ej šší íře 
sile i gu došlo u i   ižší sig ál op oti ko t ole . 
Po ě  IDH /β-actin pro shA u MDA-MB-  je té ěř  –   ižší op oti kontrole se Scr, 
lze ted  o ěž t dit, že i  to to případě došlo k silencingu IDH2.  
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O rázek 18 Western Blot proteinu IDH2 v uňká h HTB  ahoře  a MDA-MB-231 (dole) po silencingu IDH2. 
Pře zato z “ olko á, et. al., . Pod jed otli ý i lot  u ěč ý h li ií jsou počíta é po ě  sig álu 
IDH  a β-actinu, kte é jadřují í u sile i gu. 
 
5.1.3 Vliv i hi itorů respira e a reduktiv í kar o la i 
Na základě ěře í espi a e a p oduk e ATP, kte é i e z ě ko elo al  s i hi i í IDH2 
(Smolko á, et. al., , l ěře  i li  i hi ito ů espi a e a RK a s tézu HG O ázek 
19).   
Došlo k sig ifika í u poklesu i ko po a e u še h eta olitů (p<0,05 pro 2HG, p<0,001 
p o it át a alát  při použití odpřaho ače FCCP, kte ý jed oz ač ě z šuje espi a i. 
Nap oti to u i hi ito  ATP s tház  Oligo i  Oligo  a i hi ito  ko ple u I Rote o  Rot  
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z ýšil  sig ifika t ě i ko po a i 13C do še h eta olitů (p<0,05 pro 2HG, p<0,001 citrát a 
alát . S jí kou 13C- alátu, kte ý se po o li ě í oligo i e  ez ýšil. 
 
O rázek 19 Vli  odifikáto ů espi a e a íru RK a s tézu HG  HTB  uňká h pěsto a ý h  5 mM Glc 
édiu. A: Inkorporace 13C do HG při použití odifikáto ů espi a e,   M Gl  HTB-126; B: Inkorporace 13C do 
eta olitů RK při použití odifikáto ů espi a e,   M Gl  HTB-126, * - (p<0,05), # - (p<0,001) vs. CTRL 
 
Ke stej é u ýsledku došlo i u u ěč é li ie “H“Y Y O ázek ), elze ted  t dit, že se 
jed á o ahodilý a tefakt, ale o fakt, že fu kč ost espi ač ího řetěz e i e z ě ko eluje i 
s í ou RK a s tézou HG, ted  i s aktivitou IDH2. V případě oligo i u došlo 
k sig ifika t í u á ůstu i ko po a e u it átu a alátu (p< , , zá o eň došlo i 
k esig ifika t í u z ýše í HG. U FCCP došlo k sig ifika t í u poklesu i ko po a e u 
it átu (p< , , alátu p<0,001) i 2HG (p<0,05). 
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O rázek 20 Vli  odifikáto ů espi a e a íu RK a s tézu HG  “H“Y Y uňká h pěsto a ý h  SHSY5Y 
édiu. * - (p<0,05), # - (p<0,001) vs. CTRL 
 
5.1.4 Vliv galaktózového édia a reduktiv í kar o la i 
Další  fe o é e   ádo e h je agl ké ie, kte á, stej ě jako h po ie, potaž o a o ie, 
sou isí s edostateč ou a gioge ezí a ásled ou is he ií, dík  a o ál ě hle ostou í 
u ěč é ase. Ko t ol í u ěč á li ie HTB-126 byla vystavena agl ké ii – v édiu la 
glukóza za ě ě a za galaktózu O ázek 21), kte ou uňk  edokáží gl kolýzou pří o 
pře ě it a e e gii. Galaktóza šak ůže ýt jed ok oko ě, ez zt át  e e gie izo e o á a 
a glukózu po o í UDP. Te to p o es je ož á po alejší ež pří á gl kolýza, ale hla ě 
uňk  „ e ítí  glukózu  e t a elulá í  p ostředí s ý i e epto  spřaže ý i s G 
proteinem (GPRC), ož ůže ýt příči ou ozdíl ého - hlado ého fe ot pu, kde do hází k 
adapta i u ěk a h pogl ké ii, espekti e agl ké ii. 
 Po použití galaktóz  došlo k ýz a é u poklesu edukti í ka o la e it át p<0,001, 
alát p<0,05) a s téz  HG (p<0,05). 
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O rázek 21 Po o á í í  i ko po a e 13C do it átu, alátu a -h d o gluta átu HG  ezi ko t ol í i 
uňka i HTB  pěsto a ý i  galaktózo é  édiu GAL  a uňka i HTB-126 pěsto a ý i  25 mM Glc 
édiu. * - (p<0,05), # - (p<0,001) vs. CTRL 
5.1.5 Z ě  reduktiv í kar o la e při odliš é ko e tra i CO2 
RK la testo á a při d ou odliš ý h ko e t a í h CO2 v at osféře s ek i ale t í  
ožst í  uhličita u  édiu O ázek ). Potvrdil se ýz a  CO2 jako ez t ého 
kosu st átu p o RK, jelikož í a RK la ýz a ě s íže á p o it át a alát p<0,001), 
zatí o p o HG edošlo ke statisti k  sig ifika t í z ě ě. 
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O rázek 22 P o e tuál í zastoupe í 13C- eta olitu z iklého z 1-13C-Gl  gluta i olýzou a RK  ůz é 
koncentraci CO2 ( it át; alát; HG), # oz ačuje statisti k  sig ifika t í ýsledek s p< ,  ůči % CO2 
 
Na o ázku 3 je po o í metody Weste  lot pot ze o, že edo hází  případě z ě  
koncentrace CO2 k ý az é z ě ě  expresi IDH2. Ne ýz a á z ě a intenzity jed otli ý h 
sig álů la o ěře a a alýzou  programu ImageJ.  
 
O rázek 23 Western Blot proteinu IDH2 v uňká h HTB  le o  a MDA-MB-231 (vpravo) po sníže í 
koncentrace CO2 v i ku ač í  o u a ek i ale t í  s íže í ko e t a e uhličita u  édiu CO2: 5%, 1%). 
Pře zato z “ olko á, et. al., .  
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5.1.6 Silencing iso itrátdeh droge áz   
V HTB-  l p o ede  t a zie t í sile i g IDH , kte ý ěl o ěřit, že zd oje  
i ko po a e je gluta i olýza spoje á s RK katalyzovanou IDH2. V tě hto uňká h, tedy po 
silencingu IDH1, byla ěře a i ko po a e do it átu, alátu a HG.  
Na o ázku 4 je jádře o p o e tuál í zastoupe í izotopi k  z ače ého it átu, kte ý 
po hází z gluta i olýz  a RK. Je zřej é, že edošlo k statisticky signifika t í z ě ě po IDH1 
silencingu v po o á í s MOCK (ko t ola ez přidá í plaz idu  a áhod ě uspořáda é 
„s a led  RNA.  
)á o eň je pat é, že te to zásah eo li il í u i ko po a e u ko t ol í h HTB-126 nebo 
u HTB-  se sile i ge  IDH  iIDH , kde je opět jed oz ač é statisti k  sig ifika t í 
s íže í  5 i 25 mM Glc (p<0,001) u MOCK a siIDH1.  
V případě použití “  IDH  došlo k poklesu u miIDH2 jen u linie v  M Gl  édiu 
(p< , . U  M Gl  iIDH  edošlo k statisti k  sig ifika t í u ozdílu u Scr.  
 
82 
 
 
O rázek 24 Mí a i ko po a e po t a zie t í  sile i gu siRNA p oti IDH  jádře á jako % 13C- it átu 
v ko t ol í h CTRL) uňká h a  sta il í h li ií h se sile i ge  IDH2 (miIDH2 . Tři sloup e jadřují uňk  po 
t a sfek i ez použití siRNA MOCK , uňk  t a feko a é siRNA IDH  siIDH  a uňk  t a sfeko a é 
áhod ou sek e í siRNA “CR .  Použité ůsto é édiu   M a  M glukóza Gl , # p o iIDH  - 
(p<0,001) vs. CTRL 
 
U alátu O ázek 5) jsme také nepozorovali žád é ý az é z ě  po sile i gu IDH , a 
podo ě jako u it átu, došlo i zde ke statisti k  sig ifika t í u s íže í i ko po a e u u ěk 
miIDH2 a to v 5 i 25 mM Glc e še h o li ě ý h li ií h. 
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O rázek 25 Mí a i ko po a e jádře á jako % 13C- alátu  ko t ol í h CTRL  uňká h a   sta il í h li ií h 
se silencingem IDH2 (miIDH2). Tři sloup e jadřují uňk  po t a sfek i ez použití siRNA MOCK , uňk  
t a feko a é siRNA IDH  siIDH  a uňk  t a sfeko a é áhod ou sek e í siRNA “CR . Použité ůsto é 
édiu   M a  M glukóza Gl , # p o iIDH  - (p<0,001) vs. CTRL 
 
U 2HG O ázek 6  je situa e po ěkud složitější. V případě ko t ol í h u ěk edošlo 
k sig ifika t í  ozdílů  ezi t a sfek í siIDH , MOCK a “ . U li ií se sile i ge  IDH  
iIDH  došlo k sig ifika t í u poklesu u MOCK a siIDH  op oti CTRL p<0,05), u SCR 
nedošlo k sig ifika t í u ozdílu, ačkoli  t e d poklesu RK  iIDH  je za ho á . Vli  siIDH  
je šak pozo o atel ý u u ěč é li ie iIDH , kte á kazuje po t a sfek i siIDH  ižší 
inkorporaci oproti MOCK a SCR (p< , , o še  te to t e d e í pat ý p o uňk  CTRL ez 
IDH2 silencingu.   
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O rázek 26 Mí a i ko po a e jádře á jako % 13C-2HG v ko t ol í h CTRL  uňká h a e sta il í h li iích se 
silencingem IDH2 (miIDH2).  Tři sloup e jadřují uňk  po t a sfek i ez použití siRNA MOCK , uňk  
transfeko a é siRNA IDH  siIDH  a uňk  t a sfeko a é áhod ou sek e í siRNA “CR . Použité ůsto é 
édiu   M a  M glukóza Gl , *p o iIDH  - (p<0,05) vs. CTRL, *pro siIDH1 - (p<0,05) vs. MOCK a Scr. 
 
5.2 Reduktiv í kar o la e v další h u ěč ý h li ií h 
Dále la zkou á a RK, s téza HG a gluta i olýza  uňká h e ádo o ý h, zd a ý h 
– ted  zdali ů e  p o íhá a  jaké íře. B l  á  uš í fi o last  potka a a potka í 
hepatocyty. Dále la í a i ko po a e do da ý h eta olitů po o ná a s a ý i 
ádo o ý i li ie i, čet ě pa k eati ký h eta u ěk INS1E O ázek 7, 28 a 29). 
Na o ázku 7 je po o á í í  i ko po a e do it átu v ádo o ý h i e ádo o ý h 
uňká h. ) ače ého it átu  e ádo o ý h uňká h e í ijak d a ati k  é ě, doko e 
v hepato te h a fi o laste h dosahuje hladi a i ko po a e šší h hod ot ež u ěkte ý h 
ádo o ý h li ií “H“Y Y, MDA-MB-  či PaTu . Jako egati í ko t ola, pot zují í 
sp á ost ašeho ěře í ůže ýt použita li ie ako i  tlustého stře a HCT 116 s knock-in 
uta í R C, kte á potvrzuje publikovaná data, p okazují í, že  této li ii do hází 
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k sig ifika t í u poklesu RK (186). Ke stej é u efektu došlo i  případě i ko po a e do 
alátu, ačkoli  zde e l pokles zdaleka tak d a ati ký. V o ou případe h se šak jed á o 
statisti k  sig ifika t í pokles (p<0,001). 
 
O rázek 27 Procenta 13C- it átu v ůz ý h u ěč ý h li ií h ádo o ý h i e ádo o ý h u ěk. 
V pa k eati ký h uňká h t a sfo o a ý h IN“ E, ádo o ý h PaTu , jate í h uňká h zd a é 
hepatocyty (Hcyty), ádo o é HepG , fi o laste h F , p s í h ádoro ý h uňká h HTB  a MDA-MB-
, ádo o ý h uňká h tlustého stře a HCT  a HCT 116 s knock-i  uta í R C a  neuroblastomo ý h 
uňká h “H“Y Y za stej ý h kulti ač í h pod í ek   M glukózo é  Gl  édiu j a li ie HCT 116, HCT 
 R C A IN“ E, kte é ěli spe iál í M RPMI édiu . # - sig ifika t í pokles inkorporace v HCT 116 
R132C vs. HCT 116 
 
Naproti tomu, z o ázku 8 a 29, kde je z ázo ě a p o e tuál í i ko po a e do alátu a 
2HG, je pat ý ozdíl ezi ádo o ý i a e ádo o ý i uňka i. Pokud po o á e 
e ádo o é hepato t  a fi o last  s ádo o ý i li ie i HCT 116, SHSY5Y, MDA-MB-231, 
Patu 8902, HTB126 a HepG2 a INS1E, do hází v případě alátu k sig ifika t í u poklesu 
(p<0,05) u hepato tů a fi o lastů a o ěž k sig ifika t í u poklesu 2HG (p<0,05) u tě h 
sa ý h u ěk.  
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O rázek 28 Procenta 13C- alátu  ůz ý h u ěč ý h li ií h ádo o ý h i e ádo o ý h u ěk. 
V pa k eati ký h uňká h t a sfo o a ý h IN“ E, ádo o ý h PaTu , jate í h uňká h zd a é 
hepatocyty (Hcyty), ádo o é HepG , fi o laste h F , p s í h ádo o ý h uňká h HTB  a MDA-MB-
, ádo o ý h uňká h tlustého stře a HCT  a HCT 116 s knock-i  uta í R C a  neuroblastomo ý h 
uňká h “H“Y Y za stej ý h kulti ač í h pod í ek   M glukózo é  Gl  édiu j a li ie HCT 116, HCT 
 R C A IN“ E, kte é ěli spe iál í M RPMI édiu . # - sig ifika t í pokes i ko po a e  HCT 116 
R132C vs. HCT 116, * - sig fika í pokles i ko po a e op oti ostat í  ádo o ý  li ií .  
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O rázek 29 Procenta 13C-2HG v ůz ý h u ěč ý h li ií h ádo o ý h i e ádo o ý h u ěk. V pa k eati ký h 
uňká h t a sfo o a ý h IN“ E, ádo o ý h PaTu , jate í h uňká h zd a é hepato t  (Hcyty), 
ádo o é HepG , fi o laste h F , p s í h ádo o ý h uňká h HTB  a MDA-MB- , ádo o ý h 
uňká h tlustého stře a HCT  a HCT 116 s knock-i  uta í R C a  neuroblastomo ý h uňká h “H“Y Y 
za stej ý h kulti ač í h pod í ek   M glukózo é  Gl  édiu vyjma linie HCT 116, HCT 116 R132C A 
IN“ E, kte é ěli spe iál í M RPMI édiu . * - sig fika í pokles i ko po a e op oti ostat í  ádo o ý  
li ií .  
 
5.2.1 Výz a  2-h dro glutarátu v e ádorový h uňká h 
V dalším ýzku u po p okázá í e iste e RK a s téz  2HG e zd a ý h uňká h) jsme 
se za ěřili a ýz am HG. Jako odelo é uňk  js e ali potka í fi o last , hla ě 
p o jeji h elati ě s ad ou ud žitel ost po ěkolik pasáží a e ádo o ý ha akte . Další 
zd a é uňk , ke kte ý  js e ěli přístup, e lo ož é použít p o jeji h o tíž ou 
pasážo atel ost, ted  ud žitelost. Izolo a é hepato t , stej ě tak e ádo o é HTB-125, 
e í ož é pěsto at delší do u  in vitro pod í ká h, a IN“ E, p o jeji h ejed oz ač ou 
po ahu, také e l  příliš hod ý  ka didáte . 
Fibroblast  js e sta ili sla é h po ii e o stimulovali jeji h ůst přidá í  sé a. O ě 
tato p ostředí ěla si ulo at ěkte é pod í k , sk tují í se při zá ěte h, kde částeč á 
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hypoxie dop o ází šší p oduk i RO“ fagocyty a z ýše ou p oduk i cytoki ů a ůsto ý h 
fakto ů o o t  podílejí í h se a p olife a i i u it í h u ěk.  
HG jako ko petiti í i hi ito  OG depe de t í h dio ge áz, podílejí í h se i o ji é 
a p olife a i či epige eti ký h z ě á h iz. kapitola . Ú od ,  ohl h át roli v aktivaci 
ůstu fi o lastů, a p oto js e sledo ali po ě  HG/ OG, stej ě jako a solut í ko e t a i 
2HG. 
5.2.1.1 Sti ula e růstu sére  a h po ií 
Na o ázku 30 je idět, že při sti ula i sé e  došlo k á ůstu po ě u HG/ OG, kte ý l 
dále pote io á  h po ií. V o ou případe h došlo ke statisti k  sig ifika t í u á ůstu 
po ě u. Šedé sloup e popisují ho á í eu o lasto o ý h u ěk “H“Y Y za stej ý h 
pod í ek. Je pat é, že odpo ěď a da é ovliv ě í je z ela odliš á – i e z í, o še  i zde 
došlo k sig ifika t í  z ě á  p o “H“Y Y i fi o last  platí statisti k  sig ifika t í ozdíl  
ezi jed otli ý i sloup i, p<0,001). 
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O rázek 30 Po ě  HG/ OG jádře ý jako p o e ta hod ot dosaže ý h  édiu s 1% sé e  1% FTS), v 10% 
sé u  h po ii (10% FTS + HPX) a v % sé u  normoxii (10% FTS). P o “H“Y Y i fi o last  platí statisti k  
sig ifika t í ozdíl  ezi jednotlivmi sloupci,  # - p<0,001 
 
Na o ázku 31 je ko e t a e sa ot ého HG za stej ý h pod í ek e stej ý h 
uňká h. Jeho a solut í ožst í ko eluje s po ě e  pouze  případě fi o lastů, ikoli  
“H“Y Y, a í  u tě hto ádo o ý h u ěk do hází k ohe  e ší  ozdílů , kte é jsou 
v ko te tu fi o lastů takřka za ed atel é. Do hází ted  ke statisti k  sig ifika t í u 
á ůstu ko e t a e HG  izolo a ý h fi o laste h po sti ula i sé e  a HPX (mezi 
jed otli ý i sloup i do hází k sig ifika t í z ě ě p<0,001).  
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O rázek 31 Koncentrace 2HG [p ol/ ilio  u ěk] ve fibroblaste h a eu o lasto o ý h “H“Y Y  édiu s 1% 
sé e  % FT“ ,  % sé u  h po ii % FT“ + HPX  a  % sé u  normoxii (10% FTS). P o fi o last  platí 
statisti k  sig ifika t í ozdíl  ezi jed otli ý i sloup i, # - p<0,001. 
 
V ko te tu předešlý h ěře í byly o li ě é fi o last  podrobeny stej ý  pod í ká , 
ale l ěře  jeji h pří ůstek po  hodi á h inkubace (O ázek 2). Ukázalo se, že 
v pod í ká h ez sé a edošlo sko o k žád é u á ůstu počtu u ěk ,  op oti ožst í 
při asetí , při sti ula i sé e  šak ožst í u ěk lo té ěř čt ř áso é a při h po ii 
zhruba sedmi áso é. Tato fakta ko elují s á ůste  po ě u 2HG/2OG i s hodnotou 2HG za 
stej ý h pod í ek.  
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O rázek 32 Ná ůst fi o lastů - áso ek = počet u ěkT50/počet u ěkT0  po  hodi á h  M Gl  édiu 
po stimulaci sé e  % FC“ , h po ií % FTS + HPX) a v édiu s ízký  sé e  % FTS) a po o li ě í HG 
v to to % FT“ sé u % FT“ + M HG & 1% FTS + 5mM 2HG); # - p<0,001 vs. 1% FTS 
 
Další  k oke  lo zjistit, zdali sa ot ý HG, pokud ude přidá  do édia, ůže o li it 
p olife a i fi o lastů O ázek 2 . Použili js e  a  M ede i atizo a ý HG, kte ý js e 
přidá ali a 50 hodin k uňká   % sé u. Ukázalo se, že í a p olife a e fi o lastů 
koreluje s ko e t a í HG  édiu, a abychom loučili, zdali e í tato ko e t a e příliš 
elká, espekti e ef ziologi ká, z ěřili js e  uňká h s  M HG   édiu ko e t a i 
HG po řád é  opla hu pelety v PBS. Koncentrace v uňká h se z ýšila , ož je zh u a 
stej é z ýše í jako po stimulaci HPX (Tabulka 2).  Po ě  HG/ OG se z ýšil je  , jelikož 
ožst í přida ého HG o li ilo i ožst í OG Ta ulka . B l ěře  i it át, alát, 
fu a át a laktát, u který h došlo k poklesu hladin po inkubaci s HG j a it átu 
(neuvedeno . P o z ýše í itli osti sa ot ého e pe i e tu lo uňká  přidá o je  1% 
sé u  e še h ko e t a í h HG. 
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C2HG v médiu n2HG.10-6 buněk ± 
SD 
n2OG.10-6 buněk ± 
SD 
n2HG/n2OG ± SD 
0 mM ,  ± ,  ol ,  ± ,  ol ,  ± ,  
5 mM  ,  ± ,  ol ,  ± ,  ol ,  ± ,  
Tabulka 2 Látko é ožst í HG a OG a jeji h po ě  po o li ě í fi o lastů 5 mM 2HG v édiu.  
 
U eu o lasto o ý h u ěk O ázek 3) došlo k podo é u efektu jako u fi o lastů 
pouze v případě u ěk pěsto a ý h  % sé u, kde l á ůst u ěk ej ižší, o še  
v hypoxii edošlo k pote ia i ůstu jako u fi o lastů, tudíž k ej šší u á ůstu u ěč é 
as  došlo  NMX v 10% sé u. Te to ýsledek si e eko eluje s po ě e  HG/ OG, o še  
přek api ě ko eluje s ko e t a í HG  uňká h při tě hto pod í ká h (O ázek ). 
 
O rázek 33 Ná ůst eu o lasto o ý h u ěk “H“Y Y - áso ek = počet u ěkT50/počet u ěkT0) po 50 
hodi á h  M Gl  édiu po sti ula i sé e  10% FT“ , h po ií % FTS + HPX) a v édiu s ízký  sé e  
(1% FCS), # - p<0,001 vs. 1% FTS. 
 
Další  k oke  lo pot ze í z ě  ůstu fi o lastů ěře í  u ěč ého klu 
O ázek 4 . T e d  při sti ula i ůstu sé e , HPX a HG l  za ho á . HG l přidá á  
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v ko e t a i  M jed ak p o úspo u ko e č ě doda ého HG, a také p oto, že došlo 
k ýz a é u á ůstu u ěč é as  už při 2 mM 2HG. V případě u ěč ého klu l 
za ho á  t e d, kte ý l jed oz ač ý u ůstu u ěk O ázek 32).  
HPX s ížila % u ěk  G /G  fázi, ale z ýšila ožst í  S a G  fázi. V uňká h ez sé a 
aopak došlo ke z ýše í ožst í u ěk  G /G  a s íže í  S a G  fázi. Přída ek HG 
k uňká  s 1% FTS je ej í e z át  S fázi, kde je jas ě pat é z ýše í u ěk pod tí to 
treatmentem op oti sa ot ý  uňká  s % sé e . 
 
 
O rázek 34 Bu ěč ý klus fi o lastů o li ě ý h % sé e  (1% FTS), přída ke  2-h d o gluta átu  do 
édia s % sé e  (1% FTS + 3mM 2HG) a i ku a í  hypoxii v % sé u (10% FTS + HPX).  # (p<0,001) jsou 
sig ifika t í z ě  ztaže é k uňká   1% sé u t l , * z ačí sig ifika t í z ě u při p<0,05. Na ose X jsou 
jed otli é fáze u ěč ého klu. 
 
Defi iti í  pot ze í  úči ku HG a použitý h pod í ek se p o ás stala etoda, při 
kte é js e dík  i ko po a i o odeoxyuridinu mohli sledo at í u eplika e DNA, jež se 
ě ila  zá islosti a použitý h pod í ká h. Výsledk  pot dili před hozí ěře í, kde došlo 
po přída ku HG k á ůstu p olife a e, tedy ú ě ě ko e t a i. )á o eň js e te to 
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ýsledek pot dili i  ádo o ý h uňká h “H“Y Y. V h po ii došlo stej ě jako  před hozí h 
experimentech k sti ula i p olife a e u fi o lastů a  édiu ez sé a ke zpo ale í 
p olife a e. U “H“Y Y došlo ke zpo ale í p olife a e  HPX i v édiu ez sé a, přiče ž 
nedostatek sé a při pěsto á í tě hto ádo o ý h u ěk e ěl na pokles í  proliferace tak 
d a ati ký vliv jako  HPX (Obrázek 35). 
 
O rázek 35 Inkorporace bromodeoxyuridinu (BrDU  do jade é DNA ztaže á a elko ý počet jade  
o a e ý h Hoe hst a jádře á  procentech v da ý h pod í ká h:  % sé u % FST), v % sé u s přída e  
2-h d o gluta átu o ýsled é ko e t a i  a  ol/l % FTS 2 mM 2HG, 1% FTS 5 mM 2HG), v % sé u 
(CTRL) a v % sé u  hypoxii (HPX). Použité uňk  l  fi o last  fibroblast  a eu o lasto o á li ie “H“Y Y 
(SHSY5Y) * z ačí sig ifika t í z ě u při p<0,05 a # z ačí sig ifika t í z ě u při p<0,001 vs. 1% FTS. 
 
Na o ázku 6 jsou ýsledk  a alýz  po o í etod  Western Blot  fosfo lo a ého S6 
p otei u a HIF α u u ěk “H“Y Y. V to to e pe i e tu js e se za ěřili a ož é íle, 
kte é  z ýše é hladi  HG ohl  o li ňo at a olekulá í ú o i, e lo šak ož é 
ěřit t to ýsledk  a fi o laste h, p otože e la k dispozici potka í p otilátka. Nejprve 
js e zkou ali í u akti a e TORC , kte ý je z á ý jako eguláto  u ěč ého děle í či 
p olife a e.  Měřili js e í u fosfo la e i ozo ál ího p otei u “ . Přidá í  HG šak 
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
1%FTS 1%FTS 2mM
2HG
1%FTS 5mM
2HG
10% FTS 10% FTS + HPX
%
 ja
de
r o
ar
ve
ý
h 
Br
DU
 
M ožství jader s i korporova ý  BrDU porov a é s elkový  
počte  jader v %  
fibroblast
SHSY5Y
# 
# 
 # 
* 
* 
* 
# 
# 
95 
 
edošlo k z ýše í akti it  TORC , ted  k fosforylaci “  p otei u. Dále js e zkou ali d uhý 
ož ý íl 2HG – HIF α. )de js e šak e li s hop i deteko at HIF α ze sa ot ého zo ku, 
jelikož se jeho podjednotky po izolaci destabilizovali. Proto jsme k uňká  přidá ali CoCl2, 
kte ý sta ilizuje HIF α do té í , že js e li s hop i ho po o í této etod  deteko at a 
kvantifikovat. Z o ázku je pat é, že po přidá í HG dojde ke z ýše é sta iliza i HIF α. Jako 
poziti í ko t olu js e použili d ě ko e t a e CoCl2 a ůže e idět, že  zá islosti a 
konce t a i či idla z oste í a sta iliza e HIF α, kte á zá o eň sig ifika t ě z oste po 
přidá í HG. 
 
 
O rázek 36 Weste  lot “  p otei u a HIF α. Vle o “  p otei : ahoře este  lot, dole g afi ké jádře í, 
použité uňk  “H“Y Y ko t ol í li ie o t ol  a s přída ke  -h d o gluta átu 2HG . Vp a o je a alýza HIF α 
este  lotu ahoře  jako po ě  ezi i te zitou sig álu HIF α a β-aktinu v da é ko e t a i CoCl2. * z ačí 
sig ifika t í z ě u při p< ,  a # z ačí sig ifika t í z ě u při p<0,001. K a tifika e p o íhala  programu ImageJ 
a hod ot  jsou p eze to á o sloup o ý i grafy. 
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Z o ázku  a  je pat é, že do hází k ýz a ý  z ě á  proliferace po o li ě í 
HG eje  u fi o lastů, ale i u eu o lasto o ý h u ěk “H“Y Y.  
Na základě dat z ěře ý h a fi o laste h, kde do házelo v édiu s o ál í gl ké ií 
po přída ku HG k posu u hladi  eta olitů alát, fu a át, laktát  s ě e  dolů, byl 
stej ý experiment zopako á  u eu o lasto ů. )á o eň ke sledo á í li u HG e lo 
užito je   hod, ale i k átké  hodi o é o li ě í.  
Ukázalo se, že  to to édiu do hází po  i 50 hod od přída ku HG k statisticky 
sig ifika t í u poklesu ožst í še h eta olitů O ázek , 38), vyjma 2HG – logicky –, 
jehož soké ožst í z édia p ostupuje do itř u ěk a způso uje sig ifika t í z ýše í.  
Po  hod si e zůstá ají za ho á  t e d  os ihodi o ého i te alu, o še  ko e t a e 
alátu a fu a átu přes delší i ku a i klesla esig ifika t ě. 
 
O rázek 37 Nit o u ěč á ko e t a e [p ol/ ilio  u ěk] 2-h d o gluta átu HG , -o ogluta átu OG , 
alátu, it átu a fu a átu po o li ě í  M 2-h d o gluta áte  HG  po do u  a  hodi . Bu ěč á 
eu o lasto o á li ie “H“Y Y, ko plet í použité édiu  s  M glukózou.  * z ačí sig ifika t í z ě u při 
p< ,  a # z ačí sig ifika t í z ě u při p< ,  s. ko t ola ez přída ku HG CTRL  
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O rázek 38 V it o u ěč á ko e t a e laktátu [n ol/ ilio  u ěk] po o li ě í  M -h d o gluta áte  
HG  po do u  a  hodi . Bu ěč á eu o lasto o á li ie “H“Y Y, ko plet í použité édiu  s 5 mM 
glukózou.  * z ačí sig ifika t í z ě u při p< ,  a # z ačí sig ifika t í z ě u při p< ,  s. ko t ola ez 
přída ku HG (CTRL). 
 
“tej ý e pe i e t l p o ede   h pogl ke i ké  édiu ez gluta i u, kde la 
předpokládá a p á ě li e  tě hto pod í ek s íže á u ěč á espi a e. Tento fakt 
pot zuje o ázek , kde po k átké   hod přída ku HG do hází k z ýše í hladi  šech 
eta olitů, s jí kou it átu a OG. Po  hod od přída ku HG pak do hází k poklesu 
še h eta olitů op oti ko t olá   - statisti k  sig ifika t í pokles je pat ý u OG, laktátu 
(O ázek  a alátu. U it átu a fu a átu si e do hází k s íže í, ale z ě a e í 
sig ifika t í. Lze ted  předpokládat, že HG akti uje espi a i i e ztíže ý h pod í ká h p o 
u ěč ou p olife a i.  
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O rázek 39 Nit o u ěč á ko e t a e [p ol/ ilio  u ěk] 2-h d o gluta átu HG , -o ogluta átu OG , 
alátu, it átu a fu a átu po o li ě í  M -h d o gluta áte  HG  po do u  a  hodi . Bu ěč á 
eu o lasto o á li ie “H“Y Y, použité édiu  s  M glukózou (1mM Glc) bez glutaminu (bez Gln).  * z ačí 
sig ifika t í z ě u při p< ,  a # z ačí sig ifika t í z ě u při p< ,  s. ko t ola ez přída ku HG CTRL  
 
  
 
O rázek 40 Nit o u ěč á ko e t a e laktátu [n ol/ ilio  u ěk] po o li ě í  M -h d o gluta áte  
HG  po do u  a  hodi . Bu ěč á eu o lasto o á li ie “H“Y Y, ko plet í použité édiu  s 1 mM 
glukózou M Gl  ez gluta i u ez Gl .  * z ačí sig ifika t í z ě u při p< ,  a # z ačí sig ifika t í 
z ě u při p< ,  s. ko t ola ez přída ku HG CTRL). 
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“e z ě ou espi a e se jed oz ač ě p olí á i z ě a produkce RO“. P o jed oz ač ost 
ýsledku la z ěře a p oduk e ito ho d iál ího supe o idu  uňká h, jež l  
pod o e  posled ě z í ě ý  pod í ká  - tedy kultivace za h pogl ké ie, ez 
glutami u. Vý ě  pod í ek e l áhod ý a l z ole  p á ě p oto, že zde do házelo 
k takřka opač ý  je ů  po k átké a dlouhé i ku a i u ěk s HG. Ukázalo se, že do hází 
v o ou případe h k sig ifika t ě šší p oduk i supe o idu po přída ku HG, ačkoli  e l 
pozo o á  ýz a ý ozdíl ezi  a  hodi a i od přída ku HG O ázek ). 
 
 
 
O rázek 41 P oduk e supe o idu po o li ě í  M -h d o gluta áte  HG  po do u  a  hodi . 
Bu ěč á eu o lasto o á li ie “H“Y Y, ko plet í použité édiu  s  M glukózou M Gl  ez gluta i u 
ez Gl .  * z ačí sig ifika t í z ě u při p< ,  a # z ačí sig ifika t í z ě u při p< ,  s. ko t ola ez 
přída ku HG CTRL . 
 
5.2.1.2 Porov á í po ěru HG/2OG v růz ý h uňká h 
Dále lo zkou á o ožst í HG  ůz ý h u ěč ý h li í h. B lo ěře o  
e ádo o ý h a  ádo o ý h u ěč ý h li ií O ázek 42 a 43 . “a ot é ožst í HG o 
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niče  e po ídalo a lišilo se ezi li ie i ezá isle a d uhu tká ě či stupni transformace – 
po o á á e-li a solut í ko e t a i  ahodilé  ý ě u ádo o ý h s. e ádo o ý h 
u ěk (nesignifika t í statisti ké z ě . Vidí e, že u ádo o ý h u ěk edo hází o e ě 
k d a ati ké u á ůstu HG j a ádo o ý h HTB-126), i když s ýji kou e ádo o ý h 
HTB-  se dá t dit, že je ko e t a e 2HG v ádo o ý h uňká h šší. Na p í pohled se 
šak a obrázku 42 je í ko e t a e HG jako zdá li ě esou isejí í s fe ot pe  či 
ge ot pe  uňk  ejas á h a i e ezi ádo o ý i a e ádo o ý i li ie i . A šak 
v případě po o á í podo ě dife e o a ý h tká í lze zřetel ě odlišit ádo o é a 
e ádo o é uňk . Jed á se o d oji i HTB-125 vs. HTB- , potka í hepato t  a lidské 
HepG2, RTG i duko a é INS1E vs. PaTu 8902 zde se šak jed á od d a odliš é fe ot p . U 
še h z í ě ý h d oji  do hází k á ůstu ko e t a e po t a sfo a i uňk , espekti e u 
ze ádo o ý h u ěk. Dále ůže e z í it i sta é s. ladé fi o last , kde u sta ší h je 
HG sig ifika t ě šší, ož je p a děpodo ě způso e o astřádá í  ůz ý h uta í. Ve 
še h u ede ý h případe h se jed á o statisti k  sig ifika t í ozdíl (p<0,001).  
Na druhou stranu po ě  látko ého ožst í HG/ OG zřetel ě oh a ičuje ozdíl ezi 
ádo o ou a e ádo o ou li ií - včet ě IN“ E. Po ě  HG/ OG je u zd a ý h u ěk e ší 
ež , nebo spíše ližší , zatí o po ě  u še h ádo o ý h li ií je šší ež  O ázek ). 
“ig ifika t ě se liší o ě skupi  z hlediska poklesu hodnoty (p = 10-8) a i z hlediska rozptylu 
jed otli ý h ýsledků p = 1,2.10-18).  
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O rázek 42 Koncentrace 2HG [p ol/ ilio  u ěk]  pa k eati ký h uňká h (t a sfo o a ý h INS1E, 
ádo o ý h PaTu , jate í h uňká h zd a é hepato t , ádo o é HepG2), fi o laste h ladý h F-
ladé  a sta ý h F-sta é , p s í h uňká h (zd a é HTB125 a ádo o é HTB126 a MDA-MB-231), ádo o ý h 
uňká h tlustého stře a HCT  HCT116) a v eu o lasto ý h uňká h “H“Y Y za stej ý h kulti ač í h 
pod í ek   M glukózo é  Gl  édiu vyjma linie HCT 116, a IN“ E, kte é ěli spe iál í M RPMI 
édiu . # - ádo o á s. ne ádo o á, p<0,001. 
 
0
500
1000
1500
2000
k
o
n
ce
n
tr
a
ce
 [
p
m
o
l.
1
0
-6
 
u
ěk
] 
Ko e tra e HG v růz ý h u ěč ý h li ií h 
# 
# # 
102 
 
 
O rázek 43 Po ě  HG/2OG v pa k eati ký h uňká h t a sfo o a ý h IN“ E, ádo o ý h PaTu , 
jate í h uňká h zd a é hepato t , ádo o é HepG , fi o laste h ladý h FIB-Y  a sta ý h fi  old , 
p s í h uňká h zd a é HTB  a ádo o é HTB  a MDA-MB- , ádo o ý h uňká h tlustého stře a 
HCT 116 (HCT) a v eu o lasto ý h uňká h “H“Y Y za stej ý h kulti ač í h pod í ek   M glukózo é  
Gl  édiu vyjma linie HCT 116, a IN“ E, kte é ěli spe iál í  M RPMI édiu . # - ádo o á s. 
e ádo o á, p<0,001. 
 
Na o ázku 43 lze zá o eň pozo o at pokles po ě u HG/ OG ezi d ě i ůz ě sta ý i 
li ie i fi o lastů. Do hází k í e jak d oj áso é u poklesu u ladý h fi o lastů op oti 
sta ý , ož ko eluje i s hod otou a solut í ko e t a e 2HG v tě hto uňká h O ázek ). 
V souvislosti s tí  l z ěře  u ěč ý klus  tě hto uňká h, kde se ukázalo, že do hází 
jed oz ač ě i k lepší p olife a i sta ší h fi o lastů s šší ko e t a í HG. P o e tuál í 
zastoupe í sta ý h fi o lastů a házejí í h se  “ a G  fázi lo sig ifika t ě šší op oti 
ladý  fi o lastů , spolu se sig ifika t í  poklese  počtu sta ý h fi o lastů  G /G  
fázi O ázek ).  
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O rázek 44 Bu ěč ý klus sta ý h F-sta é  a ladý h F- ladé  fi o lastů. Na ose X jsou jed otli é fáze 
u ěč ého klu. 
5.2.1.3 Po ěr HG/ OG v orgá e h v j utý h z potka ů 
)ají a ý  fe o é e  se zdá ýt á ůst po ě u HG/ OG  o gá e h izolo a ý h 
z ži ý h potka ů. )de O ázek 45) t to po ě  dosahují o do ý h hodnot jako 
v ádo o ý h uňká h in vitro (O ázek 43), ož je sa o o so ě zají a é. Pů od ě js e se 
v á i h potéz  s ažili po o at o gá , e kte ý h do hází k ůz é p olife a i a o o ě 
u ěk a ajít korelaci k po ě u HG/ OG, ož se á  epodařilo O ázek 45). Předpoklad 
l tako ý, že e slezi ě, kde p o íhá t o a l fo tů, ude dík  pod í ká  p olife a e 
po ě  2HG/20G šší a  s d i či  ozku aopak ízký.  Koncentrace 2HG korelovala 
v jed otli ý h o gá e h s po ě e  HG/ OG ezobrazeno).  
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O rázek 45 Po ě  HG/ OG  ho oge izo a ý h tká í h orgánů s ůz ou ege e ač í s hop ostí u ěk u 
ůz ě sta ý h potka ů.  
 
Toto ěře í ás o še  upozo ilo a odliš ou hod otu HG/ OG in vivo vs. in vitro 
pokusů a zá o eň a a tefakt, kte ý z ikl při po o á í ádo o é HepG  li ie s pří o 
izolo a ý i hepato t  ikoli  elý i ját , O ázek ).  
Do házelo zde k elký  ozdílů   po ě u HG/ OG, přiče ž z ýše í po ě u 
v hepato te h ůči HepG  bylo velmi sig ifika t í p=7,9.10-4). V případě, kd  šak l  
izolo a é hepato t  kulti o á  po  hodi  e stej é  édiu jako HepG , došlo 
k sig ifika t í u poklesu oproti HepG2 (p=3.10-6  a po ě  odpo ídal kulti o a ý  zd a ý  
uňká  jako v obrázku 42. 
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O rázek 46 Po ě  HG/ OG  hepatocytech a v ádo o ý h HepG  kulti o a ý h a Pet iho iská h 
(hepatocyty l  kulti o á  24 hodin) a v pří o izolo a ý h hepatocytech, bez in vitro kulti a e. # ztaže é 
k hepato tů  po 24 hod kultivaci pro p<0,001 
 
Na o ázku  je ko e t a e HG, kte á hází z po ě u  uňká h z o ázku 6. Trend 
eodpo ídá jed otli ý  po ě ům a je z ěj pat é jas é sig ifika t í z ýše í ko e t a e 
2HG v ádo o ý h uňká h HepG , ož odpo ídá ýsledků  z o ázku , ze kterého zcela 
jas ě plý á, že ko e t a e HG je šší u ádo o ý h u ěk, ačkoliv pouze za 
předpokladu, že po o á e typo ě podo é zd a é či ádo o é uňk . Může e o ěž 
idět sig ifika t í z ýše í ko e t a e HG u hepato tů, izolo a ý h pří o z potka í h 
jate  op oti hepato tů  kulti o a ý  i i ál ě 24 hodin v ůsto é  édiu.  
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O rázek 47 Koncentrace 2HG [p ol/ ilio  u ěk]  hepatocytech a v ádo o ý h HepG  kulti o a ý h a 
Pet iho iská h hepato t   hodi  a  pří o izolo a ý h hepatocytech, bez in vitro kulti a e. # ztaže é 
k hepato tů  po  hod kulti a i pro p<0,001 
 
5.2.1.4 V užití 2HG v kli i ké pra i 
 
Na o ázku  jsou ýsledk  hladi a HG  čt ř skupi  sledo a ý h pa ie tek s ádo e  
p su a jed é ko t ol í skupi . U še h skupi  la ěře a ko e t a e HG  oči. 
Pacientky v e isi, e stádiu  a stádiu   a í e etastáz  b l  po o á á  se zd a ý i 
že a i. Jed á se o pilot í studii a před ěž é ýsledk , kte é šak úči ě az ačují ýz a  
HG jako ož ého a ke u ádo o ého o e o ě í,  aše  ko k ét í  případě 
karcinomu prsu. 
Z o ázku je pat é, že zd a é ko t ol  ají ej ižší hladi u HG  oči. “e stádie  
e o i a počte  etastáz oste i ko e t a e HG, ýji ku t oří pa ie tk   e isi, kte é 
kazují šší hladi  ež pa ie tk  e stádiu .  
Vzorky oči l  ěře  součas ě se zo k  krve sé a , o še  v sé u e l pat ý žád ý 
u čují í t e d, kte ý  jed oz ač ě defi o al da é skupi .   
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O rázek 48 Hladiny 2HG v oči pa ie tek s karcinomem prsu v ůz ý h stádií h e o i a zd a ý h že . n 
v lege dě g afu oz ačuje počet pa ie tek  da é skupi ě. Počet etastáz oz ačuje počet zasaže ý h o gá ů.  
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6 Diskuze  
Redukti í ka o la e la p okázá a pů od ě  h ědý h tuko ý h uňká h, kde 
do hází před ost ě ke ge e a i tepla a úko  s téz  ATP (36) a později la p okázá a 
v ěkte ý h ádo o ý h uňká h (51, 115).  
Redukti í ka o la i (RK) js e p okázali v uňká h, e kte ý h e la doposud 
zkou á a. Metodi k  js e se e hali i spi o at již dří e popsa ý i postup  zah ují í 
izotopi ké z ače í (187), o še  p o aše potře  lo ut é odel i ko po a e zásad ě 
přep a o at.  Cíle  lo spolehli ě odlišit RK od dopřed ého toku, a iž  lo potře a 
užít NMR či složité a áklad é d uh  izotopi kého z ače í. I st u e tál í metodou GC-
M“, kte ou js e ěli k dispozi i, e lo ož é odlišit e a tio e , a i polohu izotopu, 
pouze počet z ače ý h ato ů. Dík  etodě, kte á se zakládala a z alosti a implementaci 
e ha is u půso e í e z ů K e so a klu, lo ož é spolehli ě odlišit p á ě í u RK 
od o idač ího s ě u K e so a klu.  
Nepodařilo se á  šak  da ý h u ěč ý h li ií h v hypoxii ani v o o ii ajít 
i ko po a i do lipidů, jako to u lo  ji ý h pu lika í h (112, 113, 115, 187). Ni é ě t to 
ýsledk  l  získá   mnohem drs ější h h po i ký h pod í ká h % O2), kte é 
nefigurovaly v aši h e pe i e te h ( užili js e je  5% O2 , popřípadě a ěře  
v u ěč ý h li ií h s poškoze ý i ito ho d ie i (112, 188), ož se je í z hlediska 
inkorporace jako ekvivalent k té ěř a o i ký  pod í ká . O idati í fosfo la e a 
espi ač í řetěze  l za tě hto popsa ý h pod í ek ohe  sil ěji i hi o á , ež u aši h 
e pe i e tů s 5% O2. Aktivita e z ů RK sice p okazatel ě sou isí s akti a í HIF α (190), 
kte ý je sta ilizo á  už  hod po usta o e í % h po ie (191), i é ě sy téza lipidů, mimo 
ji é, sou isí i s h o adě í  it átu. Cit át se za tě hto pod í ek ůže s tetizo at i 
p ostřed i t í  PDH a it át s tház  z gl kolýz , kte á šak e ěla  aši h édií h 
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izotopi kou z ačku. Akti í PDH la p okázá a  5% HPX v uňká h HepG , ačkoli  za 
agl ke i ký h pod í ek (191). Dále je ut é ří t, že při z iku lipidů ůže do házet 
k aředě í sig álu 13C uhlík  12C, p otože it át e í pří ý  p eku zo e  p o s tézu. 
V aše  případě ohl tento jev ýz a ě o li it ýsledek, ez e e-li v potaz elati ě 
ižší p o e tuál í podíl RK o e ě  HTB-126 a MDA-MB-231. Ten je ižší ež  u ěč ý h 
li ií h  již z í ě ý h pu lika í h (112, 113, 115), ož ůže o ěž sou iset p á ě s akti í 
gl kolýzou i PDH. Cit át  aše  případě figu uje jako křižo atka, kde se střetá ají d ě 
ýz a é a aple oti ké d áh , gl kolýza a gluta i olýza, a ýsled ý sig ál 13C- it átu je 
od oze ý od í  a p opo io ál ího zastoupe í o ou d ah. 
“ íže í i ko po a e je pat é už u alátu, kde je polo ič í op oti it átu, kte ý je p á ě 
p eku zo e  alátu. )dá se ted , že h po ie (5% O2) postačuje p o z ýše í RK  užitý h 
u ěč ýh li ií h, o še  i ko po a e ůže ýt a dozajista je o li ě a i ji ý i 
a aple oti ký i d aha i a s teti ký i eak e i. Nádo o é uňk  e usí a í   5% 
h po ii kazo at a solut í i hi i i espi a e, ož az ačují ýsledk  a hepato te h, kde 
došlo  5% O2 po  hodi á h ke s íže í espi a e a polo i u, o še  e k a solut í i hi i i 
(192), a proto ůže ýt sla á h po ie, potaž o sla ší RK, i dů ode  k ezai ko po o á í 
13C do ast ý h k seli  a další h up-st ea  i te ediátů. Na í , RK ůže e spoje í 
s e po te  it átu z ito ho d ií sloužit jako člu ek pro tvorbu NADPH v tosolu. Při RK je 
totiž spotře o á o NADPH, OG je eduko á  a iso it át za z iku NADP+ a z iklý it át po 
exportu do cytosolu ůže po o í IDH  zpět ě t ářet NADPH a OG. Dík  této eak i 
ůže pak OG sloužit apříklad jako p eku zo  HG. Tato eak e ůže užít p á ě z iklé 
NADPH pro redukci keto-skupiny (193). Tí  páde  o še  ne usí dojít k inkorporaci 13C do 
lipidů, p otože je it át užit jako su st át p o ji é ež lipoge í eak e a z iklý OG se 
ůže podílet  řadě další h io he i ký h eak í.  
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Podařilo se á  šak p okázat v aši h ádo o ý h li ií h RK i v normoxii, a í a RK 
odpo ídala hod otá  a ěře ý h  uňká h ela o u (194).  
Předpokládali js e, že v 5 M glukózo é  édiu  NMX, kte é je z hlediska gl ké ie 
f ziologičtější,  šak ěla ýt RK ižší ež  25 M Gl  édiu, z toho dů odu, že p o hle 
p olife ují í ádo o é uňk   gl kolýza  M glukóz  + gluta i olýza nemusela 
dostačo at p o t o u subst átů RK a dopředné d áh  zá o eň – že   o o ii ěla ýt 
upřed ost ě a t o a ATP sk ze OXPHO“ a úko  RK. Naopak v 25 mM Glc b la po ažo á a 
za dostateč ě vysokou p o posk t utí dostatku i te ediátů K e so a klu p o o idati í 
fosforylaci, tí  páde   ohl dopřed ý s ě  fu go at ezá isle a gluta i olýze, kte á  
v to to případě la pl ě užita p o RK. Tento fakt se potvrdil v případě it átu u u ěk 
HTB-  O ázek 2), u u ěk MDA-MB-  si e došlo  případě it átu k podo é u 
trendu, nic é ě edošlo k d a ati ké u a ýše í, j a u ěk se silencingem IDH2 
O ázek ). U alátu a HG došlo u li ie HTB-126 k opač é u efektu a u MDA-MB-231 byl 
stej ý je  pozo o á  u alátu, ale e u HG. Jed oz ač ě ted  elze pot dit h potézu, že 
by se inko po a e do eta olitů e e z í d áh  RK a HG z ýšila  h pe gl ke i ké  
p ostředí. V kontextu s tě ito ýsledk  je ož é a h out, že  ozdíl  ezi  a M Gl  
édie  e l  a ka t í e o ů e  z atel é, pokud  la dostateč ě akti o á a 
gluta i olýza a d áha RK. Tato h potéza se šak  elko é  ko te tu také ukázala jako 
za ádějí í. Tedy tehdy, kdy byly z ěře  i a solut í ko e t a e eta olitů.  
V tě hto pod í ká h v HTB-126 la z ěře a ko e t a e laktátu, kte á šak 
nevykazovala signifika t í ozdíl , ačkoli  zde došlo k ýz a é u z ýše í ko e t a e OG 
a posléze i HG, dále k s íže í it átu a í é u z ýše í ko e t a e alátu Ta ulka . 
Hod ot  alátu, it átu a HG šak i e z ě ko elují s í ou inkorporace. Lze ted  t dit, že 
jejich z ě  jsou díle  gl kolýz . Gluta i olýza se tí  páde  je í jako elati ě e ě á 
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a aple oti ká d áha, kte á s ste ati k  záso uje K e sů  klus a z še í ko e t a e dík  
gl kolýze á za ásledek ižší i ko po a i. Te to efekt ejpřijatel ěji s ětluje da ou 
problematiku, e oť zde do hází k „ aředě í  sig álu 13C-metabolitu, tedy s íse í stej ého 
i te ediátu po házejí ího jed ak z 1-13C-glutaminu a jednak z ez ače é glukóz , případ ě 
z ji é a aple oti ké d áh . Příči a elku sta il í gluta i olýz  ůže ýt zdů od ě a již 
dří e popsa ou up egula í -myc v uňká h p s ího ka i o u (73), kte á zá o eň 
up eguluje gluta i olýzu (26, 68). 
Z ýsledků je zá o eň pat é, že do hází k ůz é i ko po a i ezi jed otli ý i eta olit  
– i ko po a e do alátu la ej ižší, zatí o do HG ej šší. Mí a i ko po a e zá isí a 
oha p o ě ý h, čet ě již z í ě é í  gl kolýz  a ji ý h a aple oti ký h d ah. 
Nej šší i ko po a e do HG je dá a p a děpodo ě pří ou estou vzniku, jelikož HG 
z iká pří ou eduk í OG, ačkoli  je potře a át  potaz i ji é e z  zodpo ěd é za 
s tézu HG, kde šak e usí ez t ě figu o at z ače ý 13C-2OG. V sa číh uňká h je R-
2HG také p oduko á  z -a i ole uli átu (148). 5-a i ole uli át p eku so  he u  je 
o idač ě deg ado á  a ko e to á  a HG za přispě í glutathion–depe de t í gl o láz  
izoformy 1 (GLO1) a 2 (HAGH) (150). V ito ho d ií h přispí á hydroxyacid–oxoacid-
transhydrogenase  (HOT, nebo ADHFE1, EC 1.1.99.24) k s téze R-2HG z 2OG, zatí o 
součas ě ko e tuje -h d o ut át na se ialdeh d suk i átu  (152). HOT ted  soutěží s 
IDH2 o 2OG. Nedá o lo take zjiště o, že lidská fosfogl e átdehydrogenáza (EC 1.1.1.95) 
formuje R-2HG z 2OG (159), a dale  laktátdehydrogenáza-A a mitochondriál í 
malátdehydrogenáza  té ěř a o i ký h pod í ká h p odukuje S-2HG, ož podpo uje 
alig itu podo ě jako R-2HG (160). Výše popsa é d áh  z iku HG šak e usí ýt ut ě 
příto é v á i použitý h uňká h. Ni é ě s ohledem na mechanismus reakce, tedy fakt, 
že HG z iká eduk í OG a it át z iká takřka pří o dík  RK z OG, lze ří i, že IDH  
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v tě hto uňká h s tetizuje podstat ou část HG, ačkoli  v elko é  ěřitku e ši o ou, 
o še  už se epodílí  tako é íře a e e z í  z iku it átu. Na í  je z ýsledků pat é, 
že do hází k odliš é i ko po a i  ezi jed otli ý i uňka i p s ího ka i o u, ož je 
po hopitel ě dá o eide ti ký  ge ot pe  či fe ot pe . 
Naše data tedy pot zují, že í a RK, čet ě s téz  HG, sou isí s aktivitou IDH2 (52). 
“ íže á i ko po a e po sile i gu IDH   da ý h u ěč ý h li ií h jed oz ač ě poukazuje 
na ýz a ost IDH , zatí o sile i g IDH  ukazuje, že e zym IDH1 se v aše  odelu 
epodílí a íře i ko po a e do it átu a alátu O ázek -26). 
“kuteč ost, že se IDH  podílí a s téze 2HG je p a děpodo ě způso e a ůz ý i 
z á ý i odo ý i uta e i (155, 173, 192, 194, 195), ačkoli  již lo p okázá o, že i 
e uto a á IDH  a  se ůže podílet a p oduk i HG (73).  
V aše  případě ne la p okázá a uta e IDH  a i IDH  u bu ěk HTB-126 (52). To, že se 
IDH1 podílí a s téze HG  uňká h HTB-126 je  o ý fakt, kte ý pot zuje ojedi ělý ález, 
že e uto a á IDH  přispí á  ižší íře k s téze HG (73). 
H po i ká odez a la ěře a pouze u u ěk HTB-126. Hypoxie zvyšuje akti itu e o 
expresi IDH2 (97, 196). V případě h po ie došlo k z ýše í i ko po a e u it átu u ko t ol i 
u ěk se sile i ge  IDH , přiče ž l dod že  ižší t e d i ko po a e p á ě  případě 
silencingu. V případě alátu l stej ý t e d dod že  je  u  mM Glc, u 5 mM došlo 
k z ýše í  ko t olá h, ale  případě sile i gu edošlo ke z ě ě, a doko e la 
i ko po a e í ě s íže á. Te to je  lze s ětlit podo ě jako li  h pe gl ke i ký h 
pod í ek, ted  s íže í  % 13C dík  h o adě í eta olitů z ji ý h zd ojů. P u át, kte ý se 
ůže  pod í ká h h po ie, jež je spjata se sta iliza í HIF α, h o adit dík  z ýše é 
gl kolýze (198), ůže ýt ásled ě pře ě ě  po o í p u át ka o láz  a o ala etát, 
kte ý e e z í eak í s alát deh d oge ázou t áří alát. Takto z iklý alát z ýší 
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procentuál í zastoupe í ez ače ého alátu, ted  s íží elati í í u i ko po a e. Ni é ě 
s íže í 13C- alátu  HPX lo pozo o á o je  e sta il ích liniíh i  a i , kte é 
ohou ít odliš ý eta olis us. Fakt, že se te to ýsledek eo je il u ko t ol í h HTB-126 
s ědčí spíše o to , že se ož á jed á o áhod ý artefakt. 
Inkorporace do 2HG nebyla v h po ii šší, ačkoli  už byla v ji ý h pu lika í h potvrzena 
šší p oduk e tohoto eta olitu  HPX (160), ož ůže sou iset s šší aktivitou nebo 
e p esí IDH2 (97, 196) e o ji ý h e z ů (160). V šší p oduk e šak la zjiště a 
v ko e t a i k slíku , % (160, 198), p oto je p a děpodo é, že  případě HG je potře a 
té ěř a o i ký h pod í ek p o z ýše í jeho s téz . To ůže ýt způso e o elko ě šší 
p oduk í tohoto o ko eta olitu u ádo o ý h u ěk (52), jež je h poteti k  příči ou ižší 
odez  a í ou h po ii, ted  že z ě  v produkci 2HG li e  p ostředí se ohou s ýt 
dík  o e ě asi í p oduk i tohoto eta olitu ádo o ý i uňka i. 
Proto byl na HTB-126 linii zkou á  li  i hi ito ů, espekti e odifikáto ů espi ač í h 
komple ů: oligomycinu, FCCP, rotenonu, kte é  ěli si ulo at ko k ét í d sfu k e 
espi ač ího řetěz e. K to u ás a edl  ýsledk  ěře í espi a e a tě hto uněč ý h 
li ií h se sile i ge  IDH , kte é kazo ali šší espi a i a p oduk i ATP. O idati í 
fosforylace ted  i e z ě ko elo ala s í ou RK (52). 
 Při použití jed otli ý h odifikáto ů l pot ze  efekt espi a e a RK. Odpřaho ač 
FCCP, pop é popsa ý  60. lete h i ulého století (200), kte ý a ušuje s tézu ATP a ě í 
e á o ý pote iál, také způso uje z ýše í espi a e. V aše  případě z ýše á 
espi a e la příči ou ižší RK, spolu s  ižší s tézou 2HG. RK v případě použití FCCP klesla 
té ěř a ulu a HG s téza la sig ifika t ě s íže a. O á e ě to u lo při použití 
rotenonu a oligomycinu, jež způso ují i hi i i ko ple u  ote o  a ATP s táz  
(oligomycin). Došlo k sig ifika t í u z ýše í RK i s téz  HG. “tej é ýsledk  l  zjištěny i 
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v eu o lasto o é li ii “HSY5Y, takže se s ej ětší p a děpodo ostí ejed á o at pi kou 
reakci bu ěk HTB- . Na í   uňká h “H“Y Y do hází po použití ote o u k á ůstu, 
potaž o ku ula i S- HG, dík  i hi i i “-2HG deh d oge áz , způso e é p á ě ote o e  
(201). Z tě hto ýsledků a z ýsledků získa ý h  HPX lze ted  jas ě číst efekt í  
respirace, kte ý o li ňuje í u RK a s tézu HG.  
Vli  galaktózo ého édia a RK, espekti e od ětí glukóz , l další je , kte ý l 
zkou á   uňká h HTB-126. “ig ifika t í s íže í i ko po a e do še h eta olitů lze 
s ětlit z ě ou e e geti ké ila e způso e é ode á í  glukóz . V to to édiu si 
ádo o é uňk  e ohou s tetizo at ATP po o í gl kolýz , tudíž je ut é, a  si uňk  
s tetizo al  ATP o idati í fosfo la í. ) toho dů odu p a děpodo ě pře ládá dopřed ý 
tok Krebsova cyklu, če už odpo ídá p á ě s íže í RK. Vli  galaktóz  l zkou á  i v ji ý h 
studií h apříklad a HeLa uňká h, kde lo zjiště o, že po o li ě í galaktózou se 
zd oj áso í u ěč á espi a e (202). 
Další  aspekte , kte ý l studo á , je hypokapnie, tedy vliv ižší ko e t a e CO2 pro 
kulti a i u ěk. Je z á o, že ěkte é ádo o é uňk , apříklad t a sfo o a é z u ěk 
tlustého stře a, ají šší i az í s hop ost  pod í ká h šší ko e t a e CO2 (203). Za 
předpokladu, že RK použí á o id uhličitý jako su st át, la zkou á a í a RK  ižší 
koncentraci CO2. Redukti í ka o la e  at osféře CO2  je si e ěž ou eak í  o ga i ké 
chemii (204), ale efekt CO2 na RK v ži ý h iologi ký h s sté e h, jako jsou p á ě ádo o é 
uňk , e l dosud pod o ěji studo á . Podle přepokladu lo zjiště o, že RK sig ifika t ě 
klesla v HTB-126 v ižší ko e t a i CO2, a d uhou st a u šak e la z ě ě a s téza HG 
O ázek ). Logi kým dů ode  je fakt, že HG epotře uje p o s ou s tézu CO2.  Buňk  
MDA-MB-  e l  testo á  a i ko po a i do RK, ale stej ě jako  HTB-126 v nich bylo 
z ěře o ožst í IDH  O ázek 3) po z ě ě at osfé  CO2. Z ela p okazatel ě edošlo 
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k overexpresi genu IDH2 e o ke s íže í ožst í IDH . Výsledk  ted  pot zují teo ii, že 
CO2 ůže fu go at jako su st át p o RK a jeho ižší ko e t a e ůže tuto eakci 
sig ifika t ě s ížit.  
V aší d uhé pu lika i l zkou á  HG, jeho li  na buněč é děle í, případ ě jeho 
hladi  po o li ě í sé e  či h po ií  potka í h fi o laste h – zd a ý h uňká h, kte é 
kromě ýhod , že ejsou t a sfo o a é, ještě skýtají další ýhodu, a tou je jeji h elati ě 
do é děle í a pěsto á í in vitro.  
Nejp e šak la zjiště a í a RK a ásled ě í a s téz  HG po o í izotopi kého 
z ače í, a  la ů e  pot ze a hod ost tohoto modelu. K to uto pokusu l  posléze 
přidá  další u ěč é li ie, a  se í a i ko po a e dala po o at i s ji ý i d uh  
ádo o ý h či zd a ý h u ěk za stej ý h pod í ek. RK la si e p okázá a  mnoha 
ádo o ý h li ií h a v h ědém tuku (37, 53, 98, 106, 114, 116, 186, 204), stej ě tak s téza 
HG, u kte é do edá a platilo, že p o íhá je   uňká h s uta í IDH  e o IDH  (185, 
205), i é ě o ě t to eta oli ké d áh   p i á í h fi o laste h, potaž o zd a ý h 
uňká h, jsou je  álo p ozkou a é (117). Nehledě a to, že ýz am 2HG byl dlouhou 
dobu skryt.  
P okázali js e, že 2HG ůže ýt s tetizo á  i e zd a ý h uňká h – potka í h 
fibroblastech a hepatocytech, a v lidský h HTB-125, stej ě tak v i h ůže p o íhat RK, a to 
a zdo  předpokladů , že jsou o ě d áhy charakteristické hla ě p o ádo o é uňk . B ť 
se jed á z ašeho pohledu o přek api é zjiště í, ýsledk  jsou v souladu s člá ke  
za ý ají í  se lidský i fi o last , kde la sa ot á RK pot ze a u lidský h fi o lastů 
(117).  
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RK la p okázá a e še h použitý h u ěč ý h li ií h, stej ě tak s téza HG, j a 
u ěk HCT 116 s knock-in muta í IDH  R C, kde bylo již dří e p okázá o, že dík  
mutaci do hází k potlače í RK (186).  
V paletě použitý h u ěč ý h li ií lo tedy 7 ádo o ý h li ií, 3 zd a é t p  u ěk 
potka í fi o last , hepatocyty a HTB-125) a 1 potka í pa k eati ká u ěč á li ie 
po házejí í z RTG i i io a ého insulinomu – IN“ E e ig í  (206, 207). Fibroblasty a 
hepatocyty op oti ádo o ý  uňká  vykazovaly sig ifika t ě s íže ou i ko po a i do 
alátu (zde u INS1E také sig ifika t í pokles  a 2HG, a šak už edošlo k sig ifika t í z ě ě 
v i ko po a i do it átu.  
Z ýsledků lze číst, že i ko po a e do it átu je u IN“ E ej ižší ze še h studo a ý h 
li ií O ázek 7), vyjma HCT 116 R132C.  
Lze tedy předpokládat, že t to tři u ěč é li ie (hepatocyty, fibroblasty a INS1E) ají RK i 
s tézu HG ižší, o ěž i s íže ý e po t it átu do cytosolu, před házejí í p á ě z iku 
alátu O ázek , 28). INS- E ají a í  šší espi a i a jsou do ře spřaže é (209), ož 
ůže ít za ásledek ižší RK a s tézu HG. Toto pot zují i aše ýsledk , i kd ž u 
z ače ého it átu edošlo k sig ifika t í z ě ě. Z ýsledků a O ázku 2, kde je látko é 
ožst í HG z apo a é  tě hto u ěč ý h li ií h, lze o ěž t dit, že  tě hto tře h 
u ěč ý h li ií h do hází k ižší s téze HG. Po o á í s téz  HG e zd a ý h a 
ádo o ý h uňká h lo pu liko á o částeč ě i  aší před hozí p á i ezi uňka i 
p s ího ka i o u HTB-  a zd a ý i HTB- . Ko e t a e la sig ifika t ě ižší (52), 
stej ě jako je to u  to to případě při po o á í lidské ádo o é HepG  li ie a potká í h 
hepato tů.  
Náše d uhá pu lika e byla šak za ěře a přede ší  a ýz a  HG e zd a ý h 
uňká h, jeho vliv na proliferaci – házeli js e z edá ý h pu lika í a ádo o ý h 
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uňká h, kte é se za ý ají p á ě epige eti ký i z ě a i e spoje í s p olife a í a HG, a 
zej é a s faktem, že HG ko petiti ě i hi uje 2OG depe de t í dio ge áz  (2OG-DD), 
ož způso uje ši oké ge o o é z ě  histo ů a methylaci DNA (159, 177). 2OG-DD se 
podílí a ud že í tu o ige í h last ostí ádo o ý h u ěk s uta í IDH, produkují í 
soké hladi  HG (210). Na í , HG se ůže  lidský h ast o te h podílet na proliferaci 
tí , že akti uje EGLN, čí ž snižuje hladi  HIF (178). Na základě faktu, že HG ůže soutěžit 
o aze é ísto p á ě a OG-DD, l k o  a solut í ko e t a e HG zohled ě  i po ě  
HG/ OG, kte ý podle ašeho ázo u ohe  lépe po ídá o ož ý h aze ý h 
i te ak í h a f ziologi ký h z ě á h.  
Nejpr e l zkou á  li  ěkte ý h pa a et ů, kte é se edíl ě podílejí i a hoje í a . 
P o t to účel  la zvolena hypoxie, kte á při po a ě í h aje ýz a ou oli a sti uluje 
vazodilataci v okolí poškoze é tká ě. K o ě toho ůže h po ie podo ě jako fi i o á 
ýplň h o i kého po a ě í z ýšit p oduk i RO“. Sti ula e sé e  ěla si ulo at ýle  
ůst ý h fakto ů a další h látek podílejí í h se a p olife a i o é tká ě, a gioge ezi a 
ože í i u it í h u ěk (210, 211).  
Po ě  HG/ OG l sig ifika t ě z ýše ý po sti ula i sé e , a í  l HG/ OG 
ohe  šší po sti ula i sé e  a HPX O ázek ). Z ýsledků je ož é odit, že při 
z ole ý h pod í ká h, kde o e ě do hází koope a í oha fakto ů k proliferaci 
fibroblastů i l fo tů (212), dojde i k p udké u z ýše í ko e t a e HG (O ázek 1). 
I e z ě k to u se je ila odpo ěď eu o lasto o ý h u ěk “H“Y Y, kte é p a děpodo ě 
pro svou rakovinnou povahu eago al  z ela odliš ě a po ě  HG/ OG se po sti ula i 
sé e  a ásled é HPX s ížil. Absolut í ožst í HG se si e po sti ula i FT“ esig ifika t ě 
z ýšilo, ale po sta e í u ěk h po ii aopak došlo k poklesu té ěř na pů od í hod otu, 
tedy k esig ifika t í z ě ě op oti o o i ký  pod í ká . “ íže í ožst í HG v 
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neuroblastomech po stimulaci HPX lo pa ado í a  nesouladu s edá o z eřej ě ý i 
ýsledk  a stej ý h uňká h, a šak pu liko a á data, kte á  hypoxii demonstrovala á ůst 
hladin 2HG, la získá a  ohe  hlu ší hypoxii – 0,5% O2 (213). Může e se do í at, že 
ádo o é uňk  eagují až a ohe  hlu ší h po ii ež zd a é uňk , jsou é ě se siti í 
již lo diskuto á o ýše u RK . Podob é ýsledk , kd  se ep oje ila z ě a  produkci 2HG 
v 5% HPX, byly de facto zjiště  i  uňká h HTB-126 (O ázek 5) (52).  
V další části l  sledo á  pří ůstk  u ěk e stej ý h pod í ká h, e kte ých stoupala 
koncentrace 2HG ve fibroblastech, respekti e po ě  HG/ OG. B lo zjiště o, že  
pod í ká h sti ulují í h s tézu HG  do hází i k hlejší u ůstu fi o lastů O ázek 
32 . Na d uhou st a u, u eu o lasto ů eko eluje po ě  HG/ OG s ůste , ačkoli  
skuteč á ko e t a e HG a o. Je ted  otázkou, jestli p á ě HG e o sa ot ý po ě  
zodpo ídá za t to z ě , p oto l fi o lastů  přidá á  HG e d ou ko e t a í h, při 
kte ý h do házelo k hlejší p olife a i pří o ú ě ě se stoupají í ko e t a í O ázek 
32).  
V případě u ěč ého klu došlo při přída ku HG k z ýše í procenta u ěk pouze 
v S fázi. Odpo ěď a přída ek HG ted  ůže ýt po alejší ež u HPX, ale ýz a á.  
H po ie z ela jed oz ač ě z šuje p olife a i, přiče ž se p a děpodo ě jed á o hlou 
e o ko ple í odez u u ěk. Do hází zde k oči id ý  z ě á   jed otli ý h fází h 
u ěč ého klu, kte é jed oz ač ě poukazují a šší p olife a i, ož ko eluje s počte  
u ěk v da ý h fází h. Te to je  je si e do ře p ozkou a ý (214), ale dosud nebyl u 
zd a ý h u ěk spojo á  s p oduk í HG.  
V s ětle í sla ší odez  u ěk a přida ý HG, ted  že edošlo za stej ý čas k 
postoupe í u ěk do G  fáze jako v hypoxii, lze s ětlit fakte , že t to uňk  l  
kulti o á   édiu ez sé a. Je z á o, že p olife a e fi o lastů je akti o á a p á ě 
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příto ostí sé a (215). Tento faktor hraje roli i v elko é odez ě u ěk a  u ěč é  ůstu, 
ož pot zují i ůsto é kři k , a kte ý h je pat é, že při HPX s 10% FTS dojde 
k sed i áso é u z ýše í počtu u ěk, ale ez sé a, ť s přída ke   M HG, je jejich 
počet polo ič í, přestože js e GC-M“ a alýzou zjistili o do ý á ůst HG  HPX i po 
přída ku HG.  
P o úpl ost šak la po o í B DU z ěře a ještě p olife a e fi o lastů i “H“Y Y za 
pod í ek, kte é l  popsá  ýše, s tí  ozdíle , že i u eu o lasto o ý h li ií l 
zkou á  přída ek HG do édia s % sé e . Výsledk  jed oz ač ě ozhodl , že HG á 
v případě p olife a e ýz a ý li , jelikož přída ek HG do édia u o ou u ěč ý h li ií 
z ýšil eplika i DNA a p olife aci. Z lá data jsou ko ziste t í s ýsledk  ůstu u ěk 
i u ěč ého cyklu. Bazál í hladi y 2HG a ěře é po sti ula i sé e  a v p ostředí h po ie u 
SHSY5Y a fi o lastů o ěž ko elují se z ýše ou í ou eplika e DNA. 
Jak už lo zjiště o, i t a elulá í koncentrace 2HG se po jeho přída ku do édia z ýší asi 
, ož se sa o o so ě p o ít e i a ko e t a i OG. Te to je  l v ji ý h studií h 
potvrzen v ěkolika ádo o ý h li ií h, kde do házelo k o o áze ezi HG a 2OG (213, 
215, 198). Na ízí se otázka, jestli záje é e e zi il í p opoje í HG a OG, kte é způso í 
z ýše í OG po přidá í HG, e ůže o li it p olife a i e s slu z ýše í koncentrace 
ostat í h i te ediátů K e so a klu, kte é  ohlo poziti ě o li it i aktivitu mTOR 
(217). Na í , deseti áso é z ýše í se ůže je it jako eliké, o še  ko e t a e HG je 
stále e f ziologi ké  i te alu ádo o ý h u ěk (159) a a í  u fi o lastů kulti o a ý h 
v normoxii vs. h po ii l tako ýto ýk  ěž ý. Po ě  HG/ OG l při liž ě d oj áso ý, 
ož od áží p á ě p opoje í a zpět ou az u mezi 2HG – 2OG. Z aši h ýsledků a 
fibroblastech lo zjiště o, že do hází k esig ifika t í u s íže í ostat í h eta olitů 
Krebsova cyklu eukázá o .  
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) ýše ou akti itu TOR js e zkou ali a uňká h “H“Y Y, kte é se po přída ku HG do 
édia ho ali podo ě jako fi o last  – rychleji proliferovaly. Nepodařilo se p okázat 
žád ou z ě u akti it  mTOR a uňká h “H“Y Y po t eat e tu HG, přestože ěkte é 
ádo o é li ie ají doko e akti itu mTOR s íže ou p á ě dík  ad ě é p oduk i HG. Ta 
je šak pod í ě a i ižší akti itou ATPas  (218).  
Za ěřili jsme se tedy a další fakto , kte ý ůže ýt o li ě  sk ze OG depe de t í 
dio ge áz , a tí  je HIF α. “ta iliza e HIF, stej ě jako ribozomál í S6 protein (mTOR), byla 
ěře a a eu o lasto e h, p otože e la k dispozi i potka í p otilátka. Ačkoli  nelze 
t to ýsledk  v souvislosti s fibroblasty oz ačit za % ele a t í, l  poříze  za stej é 
ko e t a e HG, při kte é ostře p olife o al  fi o last , stej ě tak jako “H“Y Y při ěře í 
eplika e jade é DNA O ázek 5). Da á p otilátka p oti lidské u HIF1 šak e la z ela 
sta il í, p oto l její úči ek pote io á  přída ke  CoCl2, způso ují ím sta iliza i HIF α 
(219). Při přidá í HG l HIF α za tě hto pod í ek s e gi k  sta ilizo á . Ačkoli  se 
nejed á o sta da d í postup, alespoň to po ídá o íli, a kte ý je a íře o půso e í HG. 
Výše u ede á studie a ast o te h šak u adí jako ýz a ý íl EGLN, přiče ž sa ot ý HIF 
klesá (178). Na druhou stra u, ji é studie pot zují, že HG sti uluje HIF α (97, 108, 178). 
Fakte  šak zůstá á, že o ě sti ula e p o íhají sk ze h po ií egulo a é sig ál í d áh .  
Z ýsledků a ěře ý h po o í B DU l zají a ý p á ě o e  li  přída ku HG a ůst 
“H“Y Y i fi o lastů. V další h e pe i e te h l p oto HG přidá á   2 mM koncentraci 
k eu o lasto o ý  uňká  pěsto a ý h  ko plet í  édiu. Předpokládali js e totiž, že 
jednou z mož ý h příči  hlejší p olife a e ůže ýt z ýše á u ěč á espi a e a s téza 
ATP, způso e á přetlake  ola ý  soký i hladi a i HG, potaž o OG – navzdory 
faktu, že HG ůže ATPasu inhibovat (218). Vý házeli js e z faktu eta oli kého 
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e odeli gu, kte ý  ěl eške é a a oli ké i kata oli ké d áh  s ěřo at k co 
ejefekti ější u děle í (220). 
Z ýsledků je pat é, že přída ek HG do édia olá z ýše í i t a elulá ího HG a 
pokles še h ostat í h eta olitů, zej é a pak laktátu, kte ý ůže ýt jak ukazatele  í  
gl kolýz , tak i zapoje í u ěč é espi a i do p oduk e e e gie, respektive aktivity PDH a 
LDH. )dá se ted  ož é, že HG p ohlou í u ěč ou espi a i, kte á se p oje í ětší  
od ě e /toče í  su st átů bez jejich kumulace, tí  páde  jeji h s íže í . )ají a é lo, 
že k tomuto je u došlo elati ě hle už po  hodi á h). 
Ještě zají a ější se p o ás ted  stala ož ost zjistit, jak se udou t  sa é uňk  ho at 
v édiu s ižší glukózou ez gluta i u, kde  ěla ýt u ěč á espi a e s íže á (221). 
Ukázalo se, že po  hodi á h i ku a e s HG došlo ke ku ula i jed otli ý h eta olitů 
Krebsova cyklu, s jí kou OG a it átu, kte é zůstali p akti k  eze z ě . U OG je o e ě 
z á o, že jeho i t a elulá í ko e t a e je jed a z ej ižších v K e so ě klu, dá se ted  
předpokládat, že jeho e ě á hladi a je f ziologi ký  fe o é e . Nap oti to u sta il í 
ko e t a e it átu ůže ýt o li ě a jeho e po te  do tosolu a ásled ou s tézou 
ast ý h k seli . 
Nap oti to u, po  hodi á h došlo k poklesu še h eta olitů, j a it átu a alátu, 
kde e l pokles statisti k  ýz a ý. Přesto lze ří t, že zde ůže do házet k aktivaci 
espi a e, kte á se od azí i a hladi á h laktátu, kte ý  to to případě ýz a ě klesl.  
S akti itou espi ač ího řetěz e je spoje a i p oduk e RO“. Zjistili js e, že po  hodi o é 
i ku a i skuteč ě došlo k z ýše í p oduk e ito ho d iál ího supe o idu.  
M ohe  zají a ější šak je sig ifika t í z ýše í p oduk e supe o idu po  hodi o é 
i ku a i, kde ještě e í pl ě zapoje a u ěč á espi a e. Příči ou tak d a ati kého 
a ýše í ůže ýt šší akti ita OG deh d oge áz , kte á ůže p oduko at RO“ (222). 
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Nas ědčo alo  to u e ě é ožst í OG a soká ko e t a e ostat í h eta olitů. 
Na základě tě hto dat je tře a zah out do ož ý h oduláto ů p olife a e fi o lastů 
p á ě i p oduk i RO“, kte é ohou fu go at jako sig ál í olekul  o li ňují í děle í (223).   
Dále l  z ěře  hladi  HG a po ě  HG/ OG v elé paletě ádo o ý h a zd a ý h 
u ěk. B l pot ze  očeká a ý fakt, že ádo o é uňk  p odukují í e HG ež jeji h 
et a sfo o a é p otějšk . B l  po o á á  uňk  HTB-125 vs. HTB- , dále potka í 
hepato t , kte é l  po izola i  hodi  kulti o á , vs. uňk  lidského hepatoblastomu 
HepG2, a fibroblasty v pok očilé pasáži a  ízké pasáži. Posled í d ě j e o a é si e 
e kazo al  s  ádo o ý h u ěk, i é ě e sta ý h fi o laste h ohlo dojít 
k h o adě í uta í li e  opako a ého pasážo á í. Ve še h případe h se pot dilo, že 
HG hladi a je šší u u ěk ádo o ý h a fi o lastů e soké pasáži. V elko é  o aze 
šak t to hladi  e l  ijak d a ati k  od hýle é od ko e t a í sledo a ý h  ji ý h 
ádo o ý h uňká h, p oto l  t to ýsledk  po o á  i s po ě  HG/ OG  tě h 
sa ý h uňká h. Ukázalo se, že zd a é uňk  společ ě s IN“ E ají sig ifika t ě ižší 
po ě  op oti ádo o ý  uňká . Na to to odelu lze ted  jas ě odlišit zd a é a ádo o é 
li ie, ož  při důklad ější  zkou á í ohlo ít ýz a ý pote iál při ide tifika i 
tu o ů.  
V další fázi l  zkou á  hladiny 2HG v kontextu celého ži ého o ga iz u 
ep eze to a ého potkaní  odele . B l zkou á  po ě  HG/ OG  s d i, slezi ě, 
ját e h, ozku a uš í  olt i. B lo předpokládá o, že po ě  HG/ OG ude ej šší e 
slezi ě, kte á se podílí a p olife a i β-l fo tů, střed í hod ota že ude  ját e h a ízká 
v mozku a srdci, kde je děle í u ěk i i ál í. Te to předpoklad se šak epot dil, aopak 
došlo k pa ado í  ýk ů , apříklad  tká i ozku. Na í  lo zají a é, že hladi a 
HG/ OG la ěkolika áso ě šší ež po in vitro kulti a i, a to i po po o á í hladi  e 
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fibroblastech a v ho oge átu u ha. Vše h  t to jevy mohou ýt důsledke  
o fologi kého uspořádá í o gá u, ko pa t e taliza e, he atoe efali ké a ié , 
f ziologi ký h či eta oli ký h po hodů a přede ší  es o atel ý i in vitro vs. in vivo 
pod í ka i.  
Posled í aspekt l detail ě zkou á  a příkladu izolo a ý h hepato tů, jeji hž po ě  
HG/ OG kazo al soké hod ot , podo é p á ě hod otá  zjiště ý   izolo a ý h 
o gá e h. Tato hod ota la oho áso ě odliš á od hepato tů kulti o a ý h 24 hodin 
a iská h  ůsto é  édiu e o a HepG  li ii, o ěž studo a é  in vitro pod í ká h. 
Při záje é  po o á í sice lo pot ze o, že  ádo o ý h uňká h je nej šší hladi a 
sa ot ého HG i mezi vzorky in vivo a in vitro, o še  hodnotu po ě u 2HG/2OG pře šuje 
jen za předpokladu, že ke s o á í do hází e stej ý h ůsto ý h pod í ká h. Po ě  
2HG/2OG v in vivo pod í ká h pře šuje in vitro experimenty na HepG2 a hepatocytech. 
Te to je  je si e pa ado í, i é ě s ětluje soké hladi  po ě ů  jed otli ý h 
o gá e h a jeho příči a je s ej ětší p a děpodo ostí jas ě defi o á a sa ot ou 
ha akte istikou ozdílu in vivo a in vitro. 
)íska é ýsledk  ze zd a ý h i ádo o ý h u ěk a ýzku  jeji h fe ot po ý h p oje ů 
spoje ý h p á ě s 2HG, čet ě ož osti HG užít jako a ke  ádo o ý h e o í (155, 
224, 225), js e zužitko ali při desig o á í kli i ké studie e spolup á i s Onkologickou 
klinikou VFN. “é u  a oč pa ie tek s ůz ě oz i utý  ádo e  p su l  pod o e  
a alýze s íle  u čit hladi u HG  tě hto fluid í h zo í h.  
)íská í k e, espekti e sé a, a oče je elati ě s ad é a o kle ý á součástí last ího 
lékařského, uti ího šetře í, p oto jsou t to tekuti  u pa ie tů s tu o e  hod ý  
před ěte  ýzku u. Čas ý a ke  s ož ostí hlého a přes ého sta o e í je o o skou 
diag osti kou ýhodou. 
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Z ýsledků ko e t a í HG  oči pa ientek s ka i o e  p su je pat é, že hladina 
2HG v oči roste s počte  etastáz a se stádie  e o i. Te to ýsledek je v souladu s  
fenogenetickou studií, kte á odhaluje, že  p s í h ka i o e h je ý az ě šší p oduk e 
tohoto metabolitu (226). Studie byla provedena na pacientech i v in-vitro pod í ká h a HG 
po ažuje za ýz a ý eta olit p o patoge ezi p s í h tu o ů a zá o eň ukazuje, že HG 
způso uje šší p olife a i u ěk a s íže ou í u apoptóz . Jeho p oduk e je úz e spjata 
s akti a í či de egula í MYC. 
Ve zo í h sé a edošlo k žád ý  d a ati ký  z ě á , podle kte ý h  lo ož é 
odlišit jed otli é skupi . Podo é ýsledk  l  pot ze  i u pa ie tů s gliomem. Hladiny 
2HG zde nekorelovaly s elikostí glio u, doko e a i  tumorech s uta í IDH /  (164). 
Naz ačuje to ož ost, že si o ga iz us i přes e iste i solid ího tu o u ud žuje i o 
last í ložisko ádo u e doge í o o áhu a ad teč ý HG loučí dík  filt a i led i  
lučo a í sousta ou.  
“a ostat ou ýji kou je skupina pacientek v remisi, kde je hladina 2HG v oči šší ež 
u pa ie tek e stádiu , ť  hladiny v obdo í e ise dle aši h odhadů ěl  ýt podo é 
spíše ýsledků  zd a ý h ko t ol. )de šak a áží e a ko ple í p o lé , e oť 
pa ie tk  často a sol ují řadu i azi í h zák oků, he o či adiote pii a í a ege e a e 
ůže ýt po alá a dop o áze á zá ěte . )á ět, jak az ačují i aše ýsledk , ůže o ěž 
z šo at hladi  HG.  
V ko te tu tě hto t ze í je pak eli e těžké u čit, zdali se sa ot á hladina 2HG 
v pok očilý h stádií h e o i a při p olife ují í h etastázá h dá po ažo at za ě ohod ou 
a zdů od itel ou ryze exportem z ádo u, a e o ko ple í  zasaže í  o ga is u, 
spoje ý  s další i d uhot ý i fakto  léč .  
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Toto a další otázk  ude uset zodpo ědět detail ější ýzku , kte ý p o íhá a aši h 
p a o iští h  součas é do ě. 
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7 Závěr 
  
Podařilo se á  p okázat e iste i RK a s téz  2HG v ádo o ý h uňká h p s ího 
karcinomu HTB-126 a MDA-MB- , dále  ádo o ý h uňká h HepG , HCT , “H“Y Y, 
PaTu , také  uňká h IN“ E a e zd a ý h potka í h hepato te h a fi o laste h. 
)á o eň la a li ií h HTB-126 a MDA-MB-  p okázá a ýz a á ole IDH   e e z í 
s téze it átu RK) a 2HG. Na HTB-  l p okázá  ýz a  IDH  jako e z u, kte ý se 
také podílí a s téze HG. Ve še h u ěč ý h li ií h figuroval glutamin jako zdroj a 
preku zo  eta olitů RK a 2HG. Dále lo pot ze o na u ěč é li ii HTB-126, že už % 
koncentrace O2 ýz a ě z šuje RK, ale už e í dostateč á k z ýše í s téz  HG – to bylo 
a ěře o i a “H“Y Y. Ni é ě po ýz a é i hi i i espi ač ího řetěz e he i ký i 
inhibitory došlo k z ýše é sy téze HG i eta olitů RK  HTB-126 i SHSY5Y. Na í u RK á 
také li  ko e t a e CO2, respektive jeho pa iál í tlak  i ku ač í atmosféře. 
V testo a ý h zo í h došlo ke ko ela i ezi poklese  CO2 a í ou RK. “ téza HG zůstala 
stej á, e oť zde o id uhličitý eslouží jako su st át p o eak i. H pokap ie je spojo á a 
s edostateč ou espi a í, kte á je  ostou í h ádo e h ýz a á. V tě hto pod í ká h 
ýz a ě z oste í a RK. N í í e, že hladi  CO2, ú o eň h po ie a í a RK záje ě 
sou isí a jeji h o o áha ůže ýt zásad í  aspekte  p o po hope í ži otas hop osti 
solid ího tu o u.  
Dále lo zjiště o, že p á ě HG h aje oli v p olife a i zd a ý h potka í h fi o lastů. 
V pod í ká h, kte é sti ulují jeji h ůst, l HG z ýše ý, a doko e po přidá í tohoto 
metabolitu do édia došlo k šší p olife a i fi o lastů i “H“Y Y, kte ou si s ětluje e 
z ýše ou espi a í a s tézou ATP. “poleč ě s HG l sledo á  i po ě  HG/ OG, kte ý  
ěl účel ěji pl it, dík  a tago is u HG ůči OG depe de t í  dio ge ázá , oli 
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a ke u či efe e č í hod ot , a to jak e zd a ý h, tak v ádo o ý h uňká h. Ve ětši ě 
případů ko e t a e HG korelovala s hod otou po ě u HG/ OG  pod í ká h 
stimulují ích ůst, jedi ou jí kou l  p á ě “H“Y Y, kte é p o s ůj ádo o ý ha akte  
ejspíš e eago ali tak se ziti ě. V sta e í  fi o lastů h po ii a stimulaci sé e  došlo 
k z ýše í p olife a e u ěk, spoje é s šší hladi ou HG a po ě u HG/ OG. Přidá í  HG 
došlo také k z ýše í p olife a e fi o lastů a součas ě k z ýše í po ě u HG/ OG, o še  
e f ziologi ký h hladi á h. Podle p o ede ý h e pe i e tů po o í metody Western blot 
se jako nejsli ější íl o li ňují í p olife a i je í p á ě HIF α. Po ě  HG/2OG byly 
studo á  i  o gá e h izolo a ý h z potka ů. )de js e se šak edo ali žád ého 
ý az ého t e du, i é ě se ukázalo, že  ži é  s sté u je o o áha mezi 2HG a 2OG 
posu uta e p ospě h HG, ož se ustálí po  hodi á h  in vitro pod í ká h izola e 
hepato tů – pří á s.  hodi o á inkubace). 
Na ěře á data a o ě pu lika e t áří ko ziste t í předsta u o ýz a u RK a s téz  
HG, přiče ž jas ě defi ují olekulá ě e ha isti ký i f ziologi ký ýz a  o ou d ah e 
zd a ý h i ádo o ý h uňká h. Pu lika e se záje ě doplňují a t áří jas ější pohled na 
metabolismus sa čí h u ěk, přiče ž zohledňují řadu o kologi ký h aspektů. Proto zde byla 
p eze to á a dosud epu liko a á data z kli i kého ýzku u fluid í h zo ků pa ie tek 
s karcinomem prsu.  
Účele  elé studie, kte á stále t á, je p okázat či átit ýz a  HG jako a ke u 
solid ího tu o u p su. Jak se z před ěž ý h ýsledků ukazuje – HG á pote iál p o 
čas ou diag ostiku ka i o u p su a po p o ede í detail í kli i ké studie  ohl 
figu o at jako ýz a ý ukazatel í  oz i utí e o i. 
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